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RESUMEN

El cultivo de yuca (Manihot esculenta Crantz.) representa un cultivo de importancia
econémica por sus notables propiedades benéficas, utilizando herramientas
biotecnologicas como el cultivo in vitro de tejidos vegetales, se ha desarrollado una
metodologia util de micropropagacion, la embriogénesis somatica a partir de anteras
(Androgénesis). Se considerd como objetivo principal evaluar el efecto del tiempo de
exposicion en frio y reguladores de crecimiento en la respuesta embriogénica de dos
cultivares de yuca, para ello se desarrolld los siguientes procesos: Extraccion y
desinfeccion de los botones florales, instalacion de las anteras en medio de induccion de
callo e instalacion de los callos producidos en medio de regeneracion. Se logro registrar
que la exposicion de las anteras a condiciones de frio a 4°C durante 3 dias y el uso
de Bencilaminopurina (BAP) a la dosis de 1 mg/L resultan los mas adecuados para
obtener una mayor induccion de callo en ambos cultivares, ademés que en el cultivar
“Extranjera” el empleo de un medio basal Murashige & Skoog (MS) solo o combinado
con los reguladores de crecimiento Acido naftalenacético (ANA) 1 mg/L y BAP 1 mg/L
genero una respuesta organogénica formando raices adventicias y en el cultivar tallo
blanco con el uso de los siguientes medios: medio Woody plant medium (WPM) + ANA
+ Kinetina (KIN), medio WPM + Zeatine trans + ANA y medio WPM + Zeatine trans
+ KIN + ANA se logré obtener respuesta organogénica como raices adventicias. Por otro
lado, el empleo del medio basal WPM + ANA + KIN permitié obtener callo embriogénico
sin diferenciacion en embrién somatico.

Palabras claves: Yuca, antera, induccion de callo, embriogénesis somaética, tratamiento

en frio y reguladores de crecimiento.
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ABSTRACT

The cultivation of cassava (Manihot esculenta Crantz.) represents a crop of economic
importance due to its remarkable beneficial properties, using biotechnological tools such
as in vitro plant tissue culture, a useful methodology of micropropagation, somatic
embryogenesis from anthers (Androgenesis), has been developed. The main objective
was to evaluate the effect of cold exposure time and growth regulators on the
embryogenic response of two cassava cultivars, for which the following processes were
developed: extraction and disinfection of flower buds, installation of anthers in callus
induction medium and installation of the callus produced in regeneration medium. It was
recorded that the exposure of anthers to cold conditions at 4°C for 3 days and the use of
Benzylaminopurine (BAP) at a dose of 1 mg/L are the most appropriate to obtain a greater
callus induction in both cultivars, in addition, in the cultivar "Extranjera” the use of a
Murashige and Skoog (MS) basal medium alone or combined with the growth regulators
naphthaleneacetic acid (ANA) 1 mg/L and BAP 1 mg/L generated an organogenic
response forming adventitious roots and in the white stem cultivar with the use of the
following media: Woody plant medium (WPM) + ANA + Kinetin (KIN), WPM medium
+ Zeatine trans + ANA and WPM medium + Zeatine trans + KIN + ANA it was possible
to obtain organogenic response as adventitious roots. On the other hand, the use of the
basal medium WPM + ANA + KIN allowed obtaining embryogenic callus without

differentiation into somatic embryo.

Key words: Cassava, anther, callus induction, somatic embryogenesis, cold treatment

and growth regulators.
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. INTRODUCCION

Paises en vias de desarrollo reconocen la real importancia de la yuca (M. esculenta) en la
canasta familiar, para las familias de escasos recursos econémicos la yuca es un alimento
basico y muy esencial, este producto ha sido visto como un alimento valioso desde épocas
muy antiguas, la parte comestible se caracteriza por su alto contenido en almidén el cual
tambien tiene una diversidad de usos en derivados industriales. Estas caracteristicas hacen
que la yuca sea un cultivo de interés para mejorar, haciendo uso de las herramientas
biotecnolodgicas (Suarez & Mederos, 2011a; Sautter et al., 1996; Florez et al., 2014).

La propagacion de yuca a través del cultivo in vitro de explantes cobra mayor importancia
en el momento justo en el que los problemas fitosanitarios sobrepasan los umbrales y
parametros controlables por el hombre, las contantes perdidas y reduccion de ingresos
econdémicos implicaron la toma de decisiones al respecto, hoy por hoy la propagacion
vegetativa tradicional de yuca utilizando plantines obtenidos en laboratorio son en cierto
modo necesarios si es que como fin se tiene la obtencién de mayores rendimientos y
menores problemas fitosanitarios (Fregene et al., 2005). La necesidad de producir
plantacion de alta calidad y en cantidad, disponible y al alcance de los pequefios y grandes
productores, ha requerido la basqueda de posibles alternativas de solucién, que permitan
el incremento de la efectividad, sobre todo en los distintos métodos de propagacion in
vitro y su completa automatizacion (Basail et al., 2007a).

Las multiples investigaciones y su respectiva aplicacion pueden promover nuevas
mejoras y mayores rendimientos en el cultivo de la yuca, con la aplicacion de tecnologias
modernas acompafiado de la ingenieria genética, la yuca podria tener excelentes
propiedades para la industria actual, como: mejorar los rendimientos, generar mayor
resistencia al ataque de plagas o enfermedades y mejorar la adaptabilidad a climas
adversos, factores como estos podrian ser incentivos suficientes para trabajar en ello
(Aristizabal & Sanchez, 2007; Cock, 1982). Para garantizar excelentes resultados es de
vital importancia seleccionar material vegetal de plantaciones de calidad en perfectas
condiciones agrondémicas, una vez obtenido el embrién somatico como resultado final es
indispensable disponer de tecnologias que ayuda e incrementan en gran medida la
produccion y multiplicaciones de plantulas in vitro de yuca, para ello el uso de un sistema
de inmersion temporal (RITA) resulta muy eficiente (Basail et al., 2007b). Las plantas
producidas in vitro resultan ser de buena calidad (sin mezcla varietal y sanas), eso si, son

poco utilizadas para produccién por sus altos costos, en comparacién las plantas
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producidas en invernaderos que son menos costosas. La seleccion del material a utilizar
como semilla depende de la condicion econémica de los productores, algunos productores
optan por la eleccion de material in vitro debido a que en cierto modo resulta costoso al
principio, pero los beneficios que aporta luego son aceptables (Pérez & Rodriguez, 2019).
Desde una perspectiva genética, las diferentes variedades de yuca con las que contamos
en la actualidad son el resultado del cruce de dos variedades parentales diferentes, por la
misma condicién de tener una polinizacion cruzada, los resultados obtenidos a través de
mejoramiento genético con intervencién del hombre y maltiples cruzamientos a través de
los procesos naturales permiten la obtencion de especies con determinadas caracteristicas
de interés (Ospina & Ceballos, 2002). El tan solo hecho de obtener plantas completamente
sanas en laboratorio a traves del cultivo in vitro, no resulta suficiente debido a los nuevos
intereses con los que se cuenta en la actualidad, es por ello que se hace necesario la
obtencidn de plantas puras con determinados caracteres potenciales de interés, esto nos
conduce a la utilizacion de técnicas auxiliares como la androgénesis, una alternativa es la
implementacién del cultivo in vitro de anteras (Chico & Gonzales, 2018). La obtencion
de una linea pura de forma natural o por cruces sucesivos, demanda de mucho tiempo y
trabajo, la embriogénesis somatica a partir de anteras (Androgénesis) es considerado el
método mas comun para la obtencion de plantas doble haploides a corto plazo, la
induccion de lineas doble haploides (lineas homocigéticas) en lo que concierne al proceso
de mejoramiento Unicamente puede resultar factible con un protocolo eficiente en la
produccion de plantas haploides con la ayuda de insumos que permitan la duplicacion de
cromosomas como la colchicina (Pefia, 2017). Desde una perspectiva fitomejoradora, la
técnica de DH reduce en gran forma las generaciones de consanguinidad requeridas para
logra estabilizar un determinado genotipo hibrido a solo una, por tal hecho resulta mucho
mas rapido y economico, la obtencién de una planta pura haciendo uso de la tecnologia
de DH (Simarro, 2010). La obtencion de una planta doble haploide permite una alta gama
de seleccion para los programas de mejora, debido a que los genotipos gameticos logran
expresarse en su totalidad a nivel de planta, se tarda aproximadamente 9 afios en obtener
una linea homocig6tica a partir de una yuca heterocig6tica por los medios
convencionales, sin embargo con la técnica de obtencién de doble haploides partir del
cultivo in vitro de anteras (Androgénesis), se logra producir una linea 100%
homocigéticas en tan solo una generacion (Perera et al., 2012a). Para lograr obtener
embriones a partir de anteras es indispensable considerar previo a la instalacion de las

anteras en medio de induccién de callo, someter las mismas a un choque térmico
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(pretratamiento en frio), ademas de instalar los callos formados en un medio de
regeneracion de embriones con los reguladores de crecimiento adecuados (Pineda &
Rodriguez, 2019).

Por lo antes vertido, en la presente investigacion se planted los siguientes objetivos:
Objetivo general

Evaluar el efecto del tiempo de exposicion en frio y reguladores de crecimiento en la
embriogénesis somatica a partir de anteras en dos cultivares de yuca (M. esculenta).
Obijetivos especificos

Determinar el tiempo de exposicion en frio a 4 °C adecuado para una mayor induccion
de callos a partir de anteras en dos cultivares de yuca (M. esculenta).

Determinar el medio y los reguladores de crecimiento adecuados para una mayor

respuesta organogenica de los callos inducidos a partir de anteras de yuca.
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II. MATERIAL Y METODOS

2.1. Mapa de ubicacion del area de extraccion del material bioldgico

Anexo: La union

Distrito: Ocumal

Provincia: Luya

Departamento: Amazonas

Coordenadas UTM: 813314.351E — 9304116.128N 17M
Latitud: 6° 17" 16.62" S

Longitud: 78° 10' 6.7" W

Altitud: 1700 msnm

MGRS:17MRP 13325 04097

Clasificacion segun INEI: Rural

Figura 1

Area de extraccion del material bioldgico.
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2.2.

2.3.

Material de estudio

En la presente investigacion el material de estudio estuvo conformado por plantas
de yuca de los cultivares “Tallo blanco” y “Extranjera” de aproximadamente 8 a
12 meses de edad, instalados en 0.1 hectareas en el Anexo de Union, distrito de
Ocumal, provincia de Luya, region Amazonas. A partir de estas plantas fueron
extraidas las inflorescencias con botones florales de 1 a 2 mm de longitud polar,
tamafio que nos asegurd el mayor nimero de microsporas en el estado
uninucleado.

Procedimiento metodoldgico

Los cultivares de yuca en estudio fueron caracterizadas morfol6gicamente
empleando un descriptor de caracterizacion y evaluacion para la utilizacion de la
yuca, elaborado por un grupo de expertos en la materia, dirigidos por el Dr. Daniel
Debouck del CIAT (2008).

2.3.1. Cultivar Extranjera

Tabla 1

Descripcion morfologica del cultivar “Extranjera”.

Caracteristica

Descripcion

Forma de la raiz reservante
Textura de la superficie de la
raiz reservante

Color de la pulpa de la raiz de
almacenamiento

Color de la superficie exterior
de la corteza de la raiz de
almacenamiento

Conica cilindrica
Rugosa

Blanco

Plateado a gris

Color del tallo

Color de la colénquima del
tallo

Color de la superficie interna
de epidermis en el tallo

Color de tallo maduro

Longitud de entrenudos

Café verde
Crema purpura
Verde oscuro
Plateado

Largo (Mayor de
15 cm)
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Color de la primera hoja
completamente expandida

Verde oscuro

Color de lanervadurade las  Verde ligero

hojas

Color de las hojas apicales no  Verde claro

expandidas

Pubescencia de las hojas Moderada

jovenes

Numero de l6bulos Cinco

Forma del 1ébulo central Ovoide

Longitud del I6bulo central 10a20cm

Ancho del I6bulo central 4a6cm

Color del peciolo Rojo claro con
poco verde

Longitud del peciolo 15a25cm

Color de sépalos Verde ligero

Color de estigma Naranja

Color de anteras Verde claro

Forma de la planta Paraguas o
sombrilla

Habito de crecimiento del Recto

tallo

Habito de ramificacion Tricotomico

Altura de planta (hasta la
copa)

Altura de la primera
ramificacion

Peso fresco total de las raices
de almacenamiento por planta
(FW kg)

Sabor de pulpa

Contenido de fibra

Calidad culinaria

Deterioro post cosecha
Reaccion a la sequia
Reaccion a la alta humedad
del suelo

1.5 a 2.5 metros
0.5 a 1.5 metros

1.5 a 3 kg/planta

Dulce

Fibrosa

Excelente

Baja

Bastante tolerante
Sensible al ataque
de plagas
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2.3.2.Cultivar Tallo blanco

Tabla 2

Descripcion morfologica del cultivar “Tallo blanco”.

Caracteristica

Descripcion

Forma de la raiz reservante

Textura de la superficie de la
raiz reservante

Color de la pulpa de la raiz de
almacenamiento

Color de la superficie exterior
de la corteza de la raiz de
almacenamiento

Conica cilindrica

Liza

Blanco

Café oscuro

Color del tallo

Color de la colénquima del tallo

Color de la superficie interna de

epidermis en el tallo

Color de tallo maduro

Longitud de entrenudos

Blanco
Blanco

Verde oscuro

Plomizo

Medio (8 a 15
cm)

Color de la primera hoja
completamente expandida

Color de la nervadura de las
hojas

Numero de l6bulos

Forma del I6bulo central
Longitud del I6bulo central
Ancho del l6bulo central

Color del peciolo

Longitud del peciolo

Color de las hojas apicales no
expandidas

Pubescencia de las hojas
jévenes

Verde oscuro

Verde claro

Siete
Eliptica
10a25cm
2a3cm

Rojo claro con
poco verde

10a25cm

Verde purpura

Moderado
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Color de sépalos

Color de estigma

Color de anteras

Verde ligero

Blanco

Verde rojizo

Forma de la planta Erecta
Habito de crecimiento del tallo Recto
Habito de ramificacion Tricotdmico

Altura de planta (hasta la copa)
Altura de la primera
ramificacién

Peso fresco total de las raices de
almacenamiento por planta (FW

kg)

Sabor de pulpa Dulce
Contenido de fibra Fibrosa
Calidad culinaria Buena

Deterioro post cosecha Baja
Reaccion a la sequia

Reaccidn a la alta humedad del
suelo susceptibilidad al

1a 2,5 metros
0.4 a 1.5 metros

2 a 3 kg/planta

Bastante tolerante
Aumenta la

ataque de plagas
y enfermedades.

La recoleccion de los botones florales se realizdé en una parcela ubicada en el
anexo la Unidn, distrito Ocumal. Los botones fueron colocados en una solucion
de lejia comercial clorox al 1%, y trasladados en un cooler méas gelpack al
laboratorio de Biologia de la UNTRM. Se determiné el estadio unicelular de las
microsporas en las anteras empleando orceina acética 5% y las muestras fueron
visualizadas empleando un microscopio bilocular marca Leica DM500, siendo las
capsulas con didmetro entre 1 a 2 mm las que contenian mayor porcentaje de las
microsporas en el estado uninucleado.

Los botones florales con diametro polar entre 1 a 2 mm fueron separados de las
inflorescencias y colocados en una solucion de lejia comercial Clorox (5% v/v),
ademas se adiciond el fungicida sistémico BENLATE® 50 WP por un periodo de
30 minutos. Posteriormente fueron enjuagados con agua corriente para su
posterior desinfeccién en camara de flujo laminar.
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2.3.3. Efecto del tratamiento en frio
Desinfeccion y acondicionamiento de los botones florales
En una camara de flujo laminar se realiz6 la desinfeccion de los botones
florales empleando alcohol 70% Yy posterior enjuague con agua destilada
esteril. Luego se adiciond la solucion desinfectante a base cloruro de
mercurio (HgCl.) al 0.1% maés 2 gotas de Tween-20 por 15 minutos y se
realizd tres enjuagues con agua destilada estéril. Los botones desinfectados
se colocaron en placas Petri con agua destilada estéril, selladas con plastico
adherente. Las placas se llevaron a refrigeracion a 4 °C envueltos con papel
aluminio. El tiempo de refrigeracion estuvo en funcion del disefio
experimental correspondiente.
Formulacion y preparacion del medio de cultivo de induccion
Para la induccion de callo a partir de anteras de cultivares de M. esculenta
in vitro se formulé un medio empleando las sales basales Nitsch & Nitsch
modificado por Lichter (NLN), Mioinositol 100 mg/L, sacarosa 3% Yy
phytagel 0,15%.
Induccidn de callo a partir de anteras
Culminado el tratamiento de frio correspondiente, se extrajo las anteras de
cada botdén floral con ayuda de pinza fina y bisturi en estereoscopio y
seguido colocadas en medio de induccion en nimero de 50 anteras por placa.
Las placas se incubaron en una estufa a 28 °C por 3 a 4 semanas.
Transcurrido el periodo de incubacion se realizd el conteo minucioso de

anteras que indujeron o no callo en los tratamientos respectivos.

2.3.4. Efecto de los reguladores de crecimiento
Formulacion y preparacion del medio de regeneracion
Para evaluar la respuesta organogénica a partir de los callos de anteras en
las dos variedades de yuca se formularon medios de cultivo con sales basales
MS + vitaminas y WPM + vitaminas Tucker; ambos medios basales
suplementados con mioinositol 1000 mg/L, sacarosa 3% y phytagel 0,15%.
Asimismo, en estos medios basales se adicionaron diferentes tipos y
concentraciones de reguladores de crecimiento como auxinas (ANA) y
citocininas (BAP, KIN, 2-iP, Zeatine trans).
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2.4.

Efecto de los reguladores de crecimiento en la regeneracion de
embriones somaticos
Las anteras que lograron inducir callo, se seleccionaron y fueron colocadas
en medio de regeneracion, posteriormente fueron incubadas en estufa a 28
+ 1 °C por 5 a 6 semanas. Transcurrido el periodo de incubacion se realizd
la revision visual de callos embriogénicos y callos que lograron la formacion
de raiz (Rizogenesis).
Andlisis de datos
a. Efecto del tratamiento en frio
Se emple6 un disefio completamente al azar (DCA) con un arreglo trifactorial 2A
x 3B x 3C, donde Factor A: cultivares de yuca (al: Extranjera; a2: Tallo blanco),
Factor B: Tiempo de exposicién en frio (b1: 3 dias, b2: 5 dias, b3: 7 dias) y Factor
C: Tipo de citocinina (BAP 1 mg/L, KIN 1 mg/L, TDZ 1 mg/L), se emple6 tres
repeticiones, donde cada repeticion estuvo constituida por una placa con 50

anteras cuyo arreglo se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3

Arreglo experimental para determinar el efecto de los tratamientos en frio.

al Extranjera

Factor A Cultivares de yuca
a2  Tallo blanco
_ o _ bl 3 dias
Eactor B Tiempo de ex;ggmon en frio a .  das
b3 7 dias

cl BAP1mg/L
Factor C Tipo de citocinina
c2  KIN Img/L

c3 TDZ 1lmg/L

Porcentaje de induccion de callos: para evaluar la presente variable, se
desarroll6 un conteo visual minucioso del nimero de anteras por unidad
experimental (placa Petri con 50 anteras) que lograron la formacion de callo. Con
los datos obtenidos, se estimé el porcentaje de induccion de callo por unidad

experimental empleando la siguiente formula:
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) » N° de anteras que indujeron callo
% de induccién de callo = N° total de anteras por placa x 100

Diametro de callo: Para la medicion del diametro de callo se tomaron fotos a las
placas con anteras que habian inducido callo, y empleando una regla milimétrica
se realizaron las mediciones respectivas.

b. Efecto de los reguladores de crecimiento en la regeneracion de callos

embriogénicos.

Se empled un disefio completamente al azar con tres tratamientos mas un testigo.
Asimismo, se utilizaron 3 repeticiones por tratamiento, donde cada repeticion
estuvo conformado por una placa de Petri con 10 callos embriogénicos. El arreglo

experimental se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4
Arreglo experimental para determinar el efecto de los reguladores de crecimiento

en la regeneracion de callos embriogénicos en un medio basal MS.

Tratamientos Reguladores de crecimiento

Testigo Sin regulador
T1 ANA 1 mg/L
T2 BAP 1 mg/L
T3 1 mg/L ANA + 1 mg/L BAP
Tabla 5

Arreglo experimental sin disefio estadistico para determinar el efecto de los
reguladores de crecimiento en la regeneracion de callos embriogénicos en un
medio basal WPM.

Medio Reguladores de crecimiento
ANA 0,5 mg/L + KIN 5 mg/L

Zeatine trans 0,5 mg/L + ANA 0,5 mg/L
Medio basal Zeatine trans 1,0 mg/L + ANA 0,5 mg/L
WPM Zeatine trans 0,5 mg/L + KIN 5 mg/L + ANA 0,5 mg/L
Zeatine trans 1,0 mg/L + KIN 5 mg/L + ANA 0,5 mg/L
ANA 2 mg/L +2,4-D 5 mg/L + 2iP 1 mg/L
ANA 0,5 mg/L + KIN 7,5 mg/L
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Diferenciacién de érganos a partir de callos embriogénicos: Se identificaron
callos que prosperaron en la induccién de organogenesis, logrando obtener solo la
induccion de raices adventicias, registrando el medio de cultivo con los
reguladores de crecimiento empleados.

Los datos obtenidos pasaron a ser tabulados. Previa evaluacion del cumplimiento
de los supuestos del modelo estadistico, se realizo la prueba de normalidad de
Kolgomorov — Smirnov, seguido se desarrollo un analisis de varianza (ANOVA).
Finalmente se realizaron pruebas de comparaciones mdultiples (Prueba de Tukey,

para comparar las medias de los tratamientos).
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1. RESULTADOS

3.1. Induccion de callos
Empleando un tamarfio de capsula con un rango longitudinal de 1 a 2 mm (Figura 2a
y b) se registraron microsporas viables (Figura 2c) y con un mayor porcentaje de

microsporas en el estado uninucleado (Figura 2d), las cuales a los 21 dias de cultivo
in vitro indujeron callos (Figura 2e).

Figura 2

Cultivo de anteras de Manihot esculenta. a) Inflorescencia de yuca, b) capsula con
10 anteras, c) Tétrada con microsporas viables, d) microsporas en el estado
uninucleado, e) Induccién de callo a partir de anteras, f) callo embriogénico sin
diferenciacion en embriones somaticos, g) respuesta organogénica en la induccion de
raices adventicias a partir de los callos inducidos.




En la Tabla 6 se muestra en Analisis de varianza de la induccion de callos a los 21
dias de cultivo in vitro. El Factor B: tratamiento en frio y el Factor C: tipo de
citocinina registraron alta significacion estadistica, indicando que al menos
algunos de los niveles de los factores mostraron mayor efecto en la induccion de
callo. En la interaccion cultivar x tipo de citocinina se registrd significacion

estadistica, indicando que ambos factores actuaron con dependencia uno a otro.

Tabla 6

Anélisis de varianza de la induccion de callos a partir de anteras de cultivares

de yuca.
Fuentes de GL SC CM FC Pr>F
variacion!
C 1 0,0001 0,0001 0.01 09142 ns
TF 2 0,1422 0,0711 7.96 0.0008  ***
CxTF 2 0,0577 0.0288 3.23 0.0455  *
TC 2 0,1348 0.0674 7.54 0.0011  **
CxTC 2 0,0003 0.0015 0.17 0.8455 ns
TFEXTC 4 00479 0.0120 1.34 0.2631 ns
CxTFxTC 4 0,0550 0.0014 1.54 0.1999 ns
Error 72 0,6435 0.0089

Total 89 1,0843

1. Cultivar = C, Tratamiento en frio = TF, Tipo de citocinina = TC, No
significativo = n.s, Significativo (p-valor <0.05) = *, Significativo (p-valor
<0.01) = **, Significativo (p-valor <0.001) = ***,

En la Tabla 7 se muestra los efectos principales. Referente a la induccion de callo,
el Factor B: tratamiento en frio de las anteras, donde los 3 dias de tratamiento en
frio influy6 en la mayor induccién de callo, siendo la prueba significativa. De
igual manera, el Factor C: tipo de citocinina, donde el empleo de BAP 1 mg/L

registrd el mayor porcentaje de induccion de callo en las anteras.
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Tabla 7
Comparacion de medias de los efectos principales en cultivares de yuca referente

a la induccion de callo obtenidos a partir de anteras.

Factores N Media induccion de
callo (%)

Factor A: Cultivar

Extranjera 45 37,8a

Tallo Blanco 45 38,4 a

Factor B: Tratamiento en

frio

3 dias 30 48,3 a

5 dias 30 334D

7 dias 30 32,6 b

Factor C: Tipo de citocinina

BAP 1mg/L 30 48,3 a

KIN 1 mg/L 30 336b

TDZ 0,25 mg/L 30 32,4b

Datos presentados con medias, diferentes letras indican diferencias significativas

en los pardmetros para un P < 0.05 de acuerdo con la prueba Tukey.

En la Tabla 8 se muestra el analisis de varianza de los efectos simples de la
induccion de callo en las anteras, cuando se combina el Factor A con los niveles
del Factor B, no se registré diferencias significativas, en tanto, cuando se combina

el Factor B con niveles del Factor A se registran diferencias significativas.

Tabla 8
Analisis de varianza de los efectos simples en cultivares de yuca referente a la

induccidn de callo a partir de anteras.

Fuente de

variacion GL SC CM Fcal. Pr>F
Aenbl 1 0.0007 0.0007 0.07 0.7877 n.s
Aen b2 1 0.0299 0.0299 3.34 0.0716 n.s
Aenb3 1 0.0272 0.0272 3.05 0.0851 n.s
B enal 2 0.0939 0.0470 5.26 0.0074 **
B en a2 2 0.1059 0.0530 5.93 0.0041 **
Error 72 0.6435 0.0089

No significativo = n.s, Significativo (p-valor <0.05) = *, Significativo (p-valor
<0.01) = **, Significativo (p-valor <0.001) = ***,
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En la Figura 3 se muestra la induccion de callo, donde la interaccion de cultivar x
tratamiento en frio indica que el nivel bl (3 dias) tiene mayor efecto combinado
con los dos cultivares, destacando el cultivar extranjera. Por tanto, el empleo de 3
dias de tratamiento en frio y el uso de BAP 1 mg/L los adecuados para obtener
una mayor induccion de callo en las anteras de yuca en cualquier de los cultivares

en estudio.

Figura 3
Interaccion de los cultivares de yuca y tratamiento en frio en la induccion de callo

a partir de anteras.
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3.2. Didmetro de callo

En la Tabla 9 se muestra en Analisis de varianza del diametro de callo a los 21
dias de cultivo in vitro. El Factor A: cultivar de yuca y el Factor C: tipo de
citocinina registraron alta significacion estadistica, indicando que al menos
algunos de los niveles de los factores mostraron mayor efecto en el didametro de
callo. En la interaccion cultivar x medio de cultivo de induccidn con citocinina se
registré significacion estadistica, indicando que ambos factores actuaron con
dependencia uno a otro.

En la Tabla 9 se muestra los efectos principales. Referente al diametro de callo, el
Factor A: cultivar, siendo el cultivar extranjera la que registrd mayor diametro de
callo, siendo la prueba significativa. De igual manera, el Factor C: tipo de
citocinina, donde el empleo de BAP 1 mg/L registré el mayor diametro de callo

en las anteras.
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Tabla 9

Analisis de varianza del diametro de callo a partir de anteras de cultivares de

yuca.
Fuentes de GL SC CM FC Pr>F
variacion?
C 1 2.2721 2.2721 29.26  <0.0001  ***
TF 2 0.0807 0.0403 0.52 0.5970 ns
CxTF 2 1.2620 0.6310 8.13 0.0007 **
TC 2 5.3344 2.6672 34.35 <0.0001 ***
CxTC 2 0.1221 0.0611 0.79 0.4593 n.s
TEXTC 4 0.1301 0.0325 0.42 0.7946 n.s
CxTFxTC 4 0.4304 0.1076 1.39 0.2475 ns
Error 72 5.5910 0.0777
Total 89 15.223

1. Cultivar = C, Tratamiento en frio = TF, Tipo de citocinina = TC, No
significativo = n.s, Significativo (p-valor <0.05) = *, Significativo (p-valor
<0.01) = **, Significativo (p-valor <0.001) = ***,

En la tabla 10 se muestra los efectos principales. Referente al didmetro de callo,
el Factor A: cultivar, donde el cultivar extranjera tuvo una mayor respuesta sobre
el didmetro de callo, siendo la prueba significativa. De igual manera, el Factor C:
tipo de citocinina, donde el empleo de BAP 1 mg/L registro el mayor diametro de

callo en las anteras.

Tabla 10
Comparacion de medias de los efectos principales en cultivares de yuca referente
al diametro de callo obtenidos a partir de anteras.

Media diametro de callo

Factores N
(mm)

Factor A: Cultivar
Extranjera 45 190 a
Tallo Blanco 45 15,8 b
Factor B: Tratamiento en frio
3 dias 30 176 a
5 dias 30 176 a
7 dias 30 17,0 a
Factor C: Tipo de citocinina
BAP 1mg/L 30 20,8 a
KIN 1 mg/L 30 16,2 b
TDZ 0,25 mg/L 30 152 b

Datos presentados con medias, diferentes letras indican diferencias significativas

en los parametros para un P < 0.05 de acuerdo con la prueba Tukey.
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En la Tabla 11 se muestra el anélisis de varianza de los efectos simples del
didmetro de callo en las anteras, cuando se combina el Factor A con los niveles
del Factor B, se registro diferencias significativas en los niveles b2 y b3, en tanto,
cuando se combina el Factor B con niveles del Factor A se registran diferencias

significativas en el nivel b2.

Tabla 11
Analisis de varianza de los efectos simples en cultivares de yuca referente al

diametro de callo a partir de anteras.

Fuente de

variacion GL SC CM Fcal. Pr>F
Aenbl 1 0.0241 0.0241 0.31 0.5793 ns
Aen b2 1 0.5333 0.5333 6.87 0.0107 **
Aenb3 1 2.9768 2.9768 38.33 <0.0001 ***
Benal 2 0.4449 0.2224 2.86 0.0635 n.s
B ena2 2 0.8979 0.4489 5.78 0.0047 **
Error 72 0.6435 0.0089

No significativo = n.s, Significativo (p-valor <0.05) = *, Significativo (p-valor
<0.01) = **, Significativo (p-valor <0.001) = ***,

En la Figura 4 se muestra el diametro de callo, donde la interaccion de cultivar x
tratamiento en frio indica que el nivel b2 y b3 (5 y 7 dias) tiene mayor efecto
combinado con los dos cultivares, destacando el cultivar blanca. Por tanto, el
empleo de BAP 1 mg/L resulta adecuado para obtener una mayor induccién de
callo en las anteras de yuca, siendo el cultivar tallo blanco el que presento mayor

diametro de callo.
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Figura 4
Interaccidn de los cultivares de yuca y tratamiento en frio en el diametro de

callo a partir de anteras.
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Regeneracion de organogénesis y callos embriogénicos

En la Tabla 12 se muestra las respuestas obtenidas en los callos inducidos en los
dos cultivares de yuca. En el cultivar Extranjera el empleo del medio basal MS
solo o combinado con los reguladores de crecimiento ANA + BAP se logro
obtener respuesta organogénica como raices adventicias. Por otro lado, el empleo
del medio basal WPM + ANA + 2,4-D + 2iP permiti6 obtener callo embriogénico
sin diferenciacion en embrion somatico. En el cultivar Blanca el empleo de medio
WPM + ANA + KIN, medio WPM + Zeatine trans + ANA y medio WPM +
Zeatine trans + KIN + ANA se logro obtener respuesta organogénica como raices

adventicias. Por otro lado, el empleo del medio basal WPM + ANA + KIN

b3

permitio obtener callo embriogénico sin diferenciacion en embrion somatico.
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Tabla 12
Respuesta in vitro de raices adventicias y callo embriogénico a partir de callos

inducidos a partir de anteras de yuca.

Composicion medio de
regeneracion Respuesta in Figura
vitro

Cultivar Extranjera:
= MS + ANA 1 mg/L + » Raiz

BAP 1 mg/L adventicia
= MS sin reguladores = Sin respuesta
= MS + ANA 1mg/L (ambos
= MS + BAP 1mg/L cultivares)

Cultivar Blanca:

= Medio WPM + ANA
0,5 mg/L + KIN 5 mg/L

= Medio WPM + Zeatine
trans 0,5 mg/L + ANA

0,5 mg/L * Raiz

= Medio WPM + Zeatine adventicia
trans 1,0 mg/L + ANA
0,5 mg/L

= Medio WPM + Zeatine
trans 0,5 mg/L + KIN 5
mg/L + ANA 0,5 mg/L
= Medio WPM + Zeatine
trans 1,0 mg/L + KIN 5
mg/L + ANA 0,5 mg/L

Cultivar Extranjera:
= Medio WPM + ANA2 = Callo
mg/L +2,4-D 5 mg/L + embriogénico
2iP 1 mg/L sin
diferenciacion
en embrién
somatico
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Cultivar Blanca:
= Medio WPM + ANA e Callo
0,5mg/L +KIN 7,5 embriogénico
mg/L sin
diferenciacion
en embriodn
somatico
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IV. DISCUSION

La propagacion de yuca en perfecto estado fitosanitario, utilizando las técnicas
convencionales (a partir de esquejes), resulto tener cierto grado de dificultad, por el
mismo hecho de que requirié de mayores cuidados, a pesar de haber utilizado plantas en
perfecto estado fitosanitario, se experiment6 cierto grado de dificultad en el proceso de
desinfeccion de los botones florales. Los métodos tradicionales de propagacion vegetativa
de yuca permiten un rapido proceso de obtencidén de una planta completa (Pérez &
Rodriguez, 2018; Quevedo et al., 2015), solo que dicho proceso no garantiza la no
propagacién de enfermedades (Fregene et al., 2005; Suarez & Mederos, 2011b)

En el presente trabajo se realizd la caracterizacion morfoldgica de los dos cultivares
utilizados, con la finalidad de conocer sus caracteristicas representativas. Beovides et al.
(2002) menciona que este tipo de estudios resultan de gran interés e importancia para
tener conocimiento de los especimenes a utilizar en el presente y posterior uso en analisis
futuros en la validacién de posibles metodologias del cultivo in vitro de yuca
implementados.

Shtereva et al. (1998) logrdé determinar que las plantas cultivadas en condiciones
controladas de temperatura, humedad bajo invernadero, a diferencia de las plantas
cultivadas en campo libre, poseian mayor capacidad androgénica en anteras de tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.), asimismo, la edad de planta, estado fisioldgico,
genotipo influyen en la respuesta androgénica (Viviana, 2009; Pineda & Rodriguez, 2019;
Sanchez et al., 2019; Garcia, 2020). Al respecto, en la presente investigacion se colectaron
inflorescencias en dos cultivares de yuca entre 8 a 12 meses de edad cultivadas a campo
libre, lo cual probablemente haya influenciado en no registrar una respuesta embriogénica
de los callos inducidos de las anteras.

Tanto el cultivar Tallo blanco como el cultivar Extranjera presentan alto grado de
floracion, destacando el cultivar Extranjera. Ospina & Ceballos, (2002) no todas los
cultivares de yuca logran florecer en las mismas condiciones ambientales, entre los
cultivares que lo logran existe cierto grado de diferencia en cuanto a la cantidad de flores
que producen y tiempo de floracion, por lo que se puede decir que la induccion de
floracion esta considerablemente influenciada por las condiciones ambientales. Gracias a
la facilidad de aislamiento y naturaleza heterocigética de la yuca, los explantes derivados

de plantas cultivadas bajo condiciones de invernadero y cultivadas in vitro, se han
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convertido en el material perfecto para evaluar distintos factores relacionados con la
embriogénesis somatica (Raemakers, et al., 1997).

Se logra registrar en ambos cultivares que el tamafo adecuado de boton floral estaba entre
1 a 2 mm de longitud polar, rango en el cual se observd mayor nimero de microsporas
viables en estado uninucleado, estado éptimo para poder desviar la ruta de diferenciacion
y por consiguiente lograr la formacion de callo embriogénico y posterior regeneracion.
Perera et al., (2012b) observé que el mayor porcentaje de microcallos provenia de las
microsporas aisladas de anteras de categoria longitudinal (2.3 y 2.6 mm), ademas logré
la formacion de microcallos en tétradas, granos de polen maduros y microsporas. Pefia,
(2017) detalla tamafos de capsulas entre 1 a 1.5 mm, y 2.1 a 2.6 mm resultan ser 6ptimos,
ademas concluye que las diferencias de rangos estan mediadas por el cultivar o variedad
utilizados. Chirinos et al., (2006) utilizo botones florales de tamafio 1 a 1.55 mm logrando
la formacion de callo en anteras derivadas de yuca.

Previo a la instalacion de anteras en medio de induccion con citocininas estas fueron
sometidas a un pretratamiento en frio, logrando registrar cierto grado de influencia sobre
la variable dependiente porcentaje de induccion de callo. Evaluando la interaccion
cultivar y tipo de citocinina (Factor Ay Factor C) para la variable dependiente induccion
de callo, se logré determinar que ambos factores actuaron con dependencia uno de otro,
es decir, el porcentaje de induccion estuvo influenciado por del tipo de citocinina
utilizado. Medina et al., (2007) registro que la adicidn de citocininas y auxinas resulta
necesaria para lograr la induccién de callo y posterior regeneracion in vitro de raices de
almacenamiento en yuca. EI nimero medio de embriones sométicos y la frecuencia de
embriogénesis somatica, esta influenciada de forma considerable por el tipo de auxina
utilizado, cultivar y la dosis del regulador, utilizando l6bulos inmaduros y meristemos
apicales de brotes de yuca como explantes (Mongomake et al., 2015).

En lo concerniente a la variable independiente tratamiento en frio se logro determinar que
la exposicion de las anteras por un periodo de 3 dias a una temperatura de 4 °C influyo
de mayor manera en la induccion de callo, esto aplica para ambos cultivares (Extranjera
y Tallo blanco). Estudios multiples comparativos registraron los siguientes resultados:
Duncann & Heverle, (1976) realizo la comparacion de anteras sometidas y no sometidas
en tratamiento en frio sobre su desarrollo, logro observar que, en las unidades sometidas
a tratamiento en frio, la fase de desarrollo de las anteras se retrasaba con respecto a los
controles comparables. Estudiando técnicas con el fin de mejorar la recuperaciéon de

plantas a partir de embriones somaticos de yuca, se sometieron los embriones a
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exposicion a la corriente de aire de la cabina de flujo laminar (desecacion répida),
logrando como resultado un 92% de germinacion y un 83% de regeneracion completa de
las plantas (Mathews et al., 1993).

Para los tres niveles del Factor C, se utilizo la auxina 2,4-D 8 mg/L en combinacién con
una citocinina BAP, KIN y TDZ respectivamente, logrando registrar que la combinacion
auxina y citocinina (2,4-D 8 mg/L y BAP 1 mg/L) resulto ser la més adecuada para
induccion de callo. Konan et al., (1994) menciona que en la induccion de embriones
somaticos a partir de explantes maduros de cotiledones de yuca, la auxina 2,4-D, influye
notablemente en el desarrollo embrionario. Szabados et al., (1987) lograron la induccion
de embriogénesis somatica a partir de hojas inmaduras y puntas de brotes de cultivo in
vitro de 15 genotipos de yuca, ademas formar embriones somaticos directamente de los
explantes cultivados en un medio que contenia 4-16 mg/L de 2,4-D, también se logro
registrar que la capacidad embriogénica de estaba influenciada por el genotipo. Mussio
et al., (1998) lograron desarrollar un protocolo para la regeneracion de brotes adventicios
utilizando I6bulos foliares inmaduros de plantines in vitro de yuca, la induccion se
produjo con el uso de 2,4-D en un periodo de 10 dias, también se logro registrar que la
induccidn de los explantes por un periodo superior a 10 dias, provocd una regeneracion
reducida y retraso en la formacion de brotes. Stamp, (1987) logré demostrar a través de
estudios morfologicos y anatémicos que los embriones somaticos se desarrollan de igual
forma en explantes clonales de hoja y semillas maduras de yuca, estos cultivados por un
periodo de 20 a 24 dias en un medio basal MS suplementado con 40 mg/L de 2,4-D. Las
auxinas estimularon la embriogénesis somatica, mientras que las citoquininas indujeron
la organogénesis de brotes de yuca, la efectividad sobre la organogénesis resulté diferente
en funcion a las distintas citoguininas y en combinacion de auxinas, el tidiazuron y
benciladenina estimularon mas la organogénesis de brotes que la N-isopenteniladenina y
kinetina (Guohua, 1998).

En cuanto a la comparacion de medias de los efectos principales sobre las dos variables
dependientes del experimento N°1 (Tratamiento en frio) para el Factor A (Cultivares), se
registro significancia estadistica en lo que concierne a diametro de callo, mostrando mejor
respuesta el cultivar extranjera (19 mm), en cuanto a la variable dependiente porcentaje
de induccion de callo no se registro significancia estadistica. Para el factor B (Tratamiento
en frio), se registro significancia estadistica en el porcentaje de induccion de callos,
presentando mejores resultados el pretratamiento en frio por un periodo de 3 dias (48.3%),

y en cuanto a la variable dependiente didmetro de callo no registro significancia
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estadistica. Para el Factor C (tipo de citocinina), se registré significancia estadistica para
ambas variables dependientes, en cuanto al porcentaje de induccion de callo se obtuvo
mejor resultado en las unidades experimentales tratada con la citocinina BAP 1 mg/L
(48.3%), en lo concerniente a la variable diametro de callo también se obtuvo mejores
resultados en las unidades experimentales tratadas con la citocinina BAP 1 mg/L (20.8
mm). Pacheco et al., (2003) determind que el efecto factor tratamiento en frio y factor
regulador de crecimiento en la induccion de callo a partir de anteras de Solanum
iopetalum, resulta altamente determinante y significativo, por lo que se hace necesario la
utilizacion de ambos factores para lograr estimular la respuesta callogenica en las anteras.
Obtener 100 % de induccion de callo a partir de anteras resulta poco probable, en el
presente experimento utilizando tres diferentes citocininas, se obtuvo un % de induccion
de callo 48.3 %, 33.6 y 32.4 %, sin embargo, utilizando otros tipos de explantes a parte
de las anteras es méas probable la obtencion de un mayor porcentaje como lo que obtuvo.
Ballesteros et al., (2019) en el cultivar venezolana obtuvo un porcentaje perfecto de
callogénesis (100 %) a partir de explantes de peciolo de yuca y un 26% en el cultivar
negrita, ademas logro registrar que el porcentaje de induccion de callo esta determinada
por el tipo de explante, regulador de crecimiento, el contenido endégeno del regulador de
crecimiento y del genotipo, también menciona que en algunos casos resulta necesario la
adicion de determinadas auxinas y citocininas o ambas al mismo tiempo. Eskes et al.,
(1974) tanto las citocininas como auxinas promueven el crecimiento y desarrollo de callo
en yuca, las citocininas son obligatorias para el crecimiento de callo, la Zeatina y 2iP
ambas citocininas naturales producen tejidos verdes méas no desarrollo de 6rganos, la
auxina (NAA) resulta necesario para el inicio de formacidn y crecimiento de las raices en
el callo.

En cuanto a los efectos simples referente a la induccion de callo, se registro significancia
estadistica cuando se combina el tratamiento en frio (Factor B) con los niveles del Factor
A, mas no se muestra significancia estadistica cuando se combina los cultivares (Factor
A) con los niveles del Factor B. Evaluando la interaccidn de cultivar x tratamiento en frio,
sobre la induccion de callo se registr6 que el Nivel b1(3 dias) tiene mayor efecto
combinado con los dos cultivares. Por tanto, el empleo de un pretratamiento en frio de 3
dias y uso de BAP 1 mg/L generan mejores resultados en cuanto a induccion de callo,
asemos inferencia. Trejo et al., (2002) estudio el efecto de la exposicion en frio y
reguladores de crecimiento sobre la regeneracion de plantas verdes a partir de anteras en

arroz, los resultados mostraron que la exposicion a una temperatura de 4 °C por 7 dias
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estimuld la induccion de callo, ademas la mayor formacion de brotes y raices se obtuvo
con la combinacion de la auxina 2,4-D (1.5 mg L-1) y la citocinina BAP (0.5 mg L-1).
Los efectos principales referente al didmetro de callo, para el Factor A (Cultivar)
muestran que el cultivar extranjera responde de mejor manera, de igual forma las unidades
experimentales tratadas con la Citocinina BAP 1 mg/L, registraron mayor didmetro de
callo de las anteras inducidas. El andlisis de varianza de los efectos simples de didmetro
de callo, combinado el Cultivar con los dias de tratamiento en frio (Factor A x Factor B),
se encontrd diferencias significativas en los 5 dias y 7 dias (niveles b2 y b3), por otro
lado, cuando se combina el tratamiento en frio (Factor B) con los cultivares extranjera y
tallo blanco (niveles del factor A) se registra significancia en el cultivar tallo blanco. En
la interaccidn cultivar x tratamiento en frio indica que en los niveles b2 y b3(5 y 7 dias)
tienen mayor efecto combinado con los dos cultivares, destacando el cultivar tallo blanco.
Motallebi & Panahandeh, (2010) evalu6 el pretratamiento en frio y concentraciones de
colchicina en la induccion y desarrollo de callo en tomate (Solanum lycopersicum) a partir
de anteras, logrando registrar, un maximo porcentaje de callos inducidos en las anteras
pretratadas en condiciones de frio por 3 dias y 250 mg/L de colchicina. Gaillard et al.,
(1996) comprobd que el factor pretratamiento en frio y el estadio de desarrollo de las
microsporas, influyeron significativamente en la formacion de embriones a partir de las
microsporas de polen de maiz (Zea mays L.) registrando que las anteras pretratadas
durante 18 dias promueven una frecuencia de induccion y desarrollo de callo optimo y
posterior desarrollo de embriones androgenéticos.

El medio liquido permitié que los componentes nutricionales del medio de induccion
logren estar méas al alcance de las unidades experimentales, logrando de este modo
ampliar el area de disposicion nutricional de la unidad experimental, lo cual comparte
también George et al., (1993) quien encontr6 como resultado que la produccion de
embriones en medio liquido es claramente mayor, mas sincronizada y mas rapida que en
medio solido, ademas la densidad y fragmentacion de los embriones influye
significativamente en la produccion de embriones.

Raemakers et al., (1993) a partir de I6bulos de hojas jovenes se logré desarrollar
embriones somaticos en cuatro genotipos indonesios y dos latinoamericanos de yuca,
todos los genotipos utilizados lograron la formacion de embriones somaticos, pero la
frecuencia de formacion de los embriones fue diferente, los genotipos M. Col 22 y Tjurug
lograron la mejor produccién de embriones germinativos (GE) en un 81%. Schopke et al.,

(1996) establecio un protocolo que permitié la introduccion de ADN de interés en tejidos
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embriogénicos de yuca mediante el bombardeo con microparticulas, con la finalidad de
seleccionar células genéticamente transformadas y posterior uso para la regeneracion de
plantas totalmente transgénicas a partir de estas células. Es posible la multiplicacion de
los brotes axilares en distintos cultivares utilizando la meta-topolina un componente de
las plantas, el cual logra estimular la regeneracion de brotes a partir de explantes de
cotiledones y embriones somaticos (Chauhan & Taylor, 2018). Stamp & Henshaw, (1987)
aislaron I6bulos foliares de hojas palmeadas de material clonal de yuca que crecia en
laboratorio en condiciones controladas, como resultado logro mostrar una competencia
embriogénica Optima.

En la regeneracion de organogénesis y callos embriogénicos, se logré encontrar y
registrar que en el cultivar extranjera el empleo de medio basal MS solo o combinado con
los reguladores de crecimiento ANA + BAP lograron obtener respuesta organogénica
como la formacion de raices adventicias, estudios comparativos multiples similares a
partir de diferentes explantes ademas de anteras detallan los siguientes resultados, Acosta,
(2019) logro el establecimiento in vitro de diferentes explantes de yuca utilizando
diferentes dosis de dos fitorreguladores: Acido naftalenacético (ANA) y 6-
Benzilaminopurina (6-BAP), con 6-BAP (0.20 mg/L) + ANA (0.025 mg/L) obtuvo un
mayor numero con una media de 2.60 nudos por explante, de igual modo se obtuvieron
explantes con mayor altura utilizando los mismos fitorreguladores. Albarran etal., (2019)
utilizando diferentes explantes provenientes de vitroplantas conservadas in vitro como
apices caulinares, yemas axilares y hojas jovenes, se logré inducir embriones somaticos
en los cultivares PER-183, cubana y Criolla, de forma indirecta, ademas de que la
embriogénesis estuvo influenciada por el tipo de auxina utilizada, el cultivar PER-183
independientemente del tipo de explante utilizado mostr6 mayor respuesta inductiva.
Arciniegas vega, (2019) sugiere desarrollar cultivos con protoplastos embebidos con
agarosa en un medio suplementado con 1 mg/L de NAA, 1 mg/L BAP y 2 mg/L de
kinetina. Por otro lado, el empleo de un medio basal WPM +ANA +2,4-D +2iP permitio
obtener callo embriogénico sin diferenciacién en embrion somatico. El logro del cultivo
de tejidos esta influenciado en gran manera por el medio de cultivo utilizado (Roca &
Mroginski, 1991).

En el cultivar tallo blanco el empleo de un medio basal WPM + ANA + KIN, medio basal
WPM + Zeatine trans + ANA y medio basal WPM + Zeatine trans +KIN + ANA se logré
obtener respuesta organogénica y formacién de raices adventicias. Ademas, el uso de un

medio basal WPM + ANA + KIN permitio obtener callo embriogénico sin lograr obtener
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la diferenciacion en embrion somatico. Estudios multiples comparativos lograron la
regeneracion de plantas completas a partir de diferentes explantes, mas no se logré
encontrar registro alguno de haber logrado a partir de anteras. Liu & Chen, (1978)
encontro que en los callos expuestos a un medio MS modificado (MSB) con BAP 4.44 —
8.88 pM solo logro la formacion de raices, mientras que el empleo de BAP (8.88 pM)
combinado con ANA (10.74 pM) facilito la formacion de clorofila en los callos. El
empleo de BA, GA3y NAA, en medio Murashigue — Skoog (MS) suplementado con
vitaminas B5, dio como resultado el desarrollo completo de una planta de yuca, NAA en
combinacion con GA3 logro la formacion de raices y NAA con BA dio lugar a la
induccidn de callo y raices de almacenamiento (Kartha et al., 1974). Guo et al., (1998)
utilizando maltosa en lugar de sacarosa en el medio de cultivo y combinando 2,4-D con
paclobutrazol, logro una regeneracion vegetal altamente eficiente de planta de yuca
mediante  organogénesis de brotes. Fotoperiodos prolongados incrementa
considerablemente el nimero de explantes que logran la formacion de embriones
somaticos, EI BAP no resulto fundamental en la formacion de embriones somaticos,
mientras que el AG3 fue fundamental en la germinacion de embriones y su
transformacion en plantas (Manrique & Roca, 1987). Maria & Cavallero, (2010) registro
que la adicién de la citocinina BAP 1 mg/L en un medio basal MS favorecio la
morfogénesis caulinar y radical de mandioca en la obtencién de multiples vastagos,
mientras tanto KIN y 2iP lograron promover en un menor tiempo la regeneraciéon de
plantas.

Marin et al., (2009) evaluaron el efecto de los reguladores de crecimiento sobre la
regeneracion in vitro de 5 cultivares provenientes de Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT), el medio (AG3 0,05 mg/L + ANA 0,02 mg/L) género mayor respuesta
inductiva para la regeneracién en la mayoria de los cultivares utilizados, presentando un
buen desarrollo de raices y brotes. Nair et al., (1979) en la regeneracion de brotes a partir
meristemos de yuca, se registro que BA resulto ser el més adecuado para la regeneracion
de plantas, seguido por Zeatine, kinesina y 2iP respectivamente. En un medio basal MS
suplementado con varias dosis de BAP y 2,4-D, los explantes de cotiledon de semillas
maduras de yuca, lograron la formacion de embriones somaticos y desarrollados cuando
se transfirieron a un medio MS suplementado con 0,01 mg/L 2,4-D y 0,1 mg/L BAP
(James A. Stamp & Henshaw, 1982).
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V. CONCLUSIONES

La exposicion de las anteras a condiciones de frio a 4°C por un periodo de tres dias y el
uso de BAP 1 mg/L resultan los mas adecuados para obtener una mayor induccion y

diametro de callo en las anteras de yuca en los cultivares “Extranjera” y “Tallo blanco”.

Los reguladores de crecimiento a las dosis utilizadas no registraron una respuesta

embriogénica a partir de callos inducidos a partir de anteras de yuca.

En el cultivar extranjera el empleo de un medio basal MS solo o combinado con los
reguladores de crecimiento ANA 1mg/ L y BAP 1mg/L generd una respuesta
organogénica formando raices adventicias, adicional a esto se logré obtener callo
embriogénico sin diferenciacion en embrion somatico empleando un medio basal WPM
+ ANA + 2,4-D + 2iP.

En el cultivar tallo blanco con el uso de los siguientes medios: medio WPM + ANA +
KIN, medio WPM + Zeatine trans + ANA y medio WPM + Zeatine trans + KIN + ANA
se logro obtener respuesta organogénica como raices adventicias. Por otro lado, el empleo
del medio basal WPM + ANA + KIN permitié obtener callo embriogénico sin

diferenciacién en embrién somatico.
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VI. RECOMENDACIONES

Al momento de seleccionar el material biologico a utilizar tener en consideracion un
estricto proceso de recoleccion de botones florales: seleccionar una planta en perfecto
estado fitosanitario y buenas condiciones agrondmicas, hora de recoleccion de
preferencia a primeras horas de la madrugada, seleccionar anteras de plantas jovenes en

sus primeros periodos de floracion, llevar consigo un Cooler refrigerante, etc.

La desinfeccion del material biolégico a utilizar, importante tomar en cuenta como
indispensable, ya que de esto dependerd el porcentaje de unidades contaminadas y por

ende el éxito de la investigacion.

Previo a la instalacion del proyecto oficial, desarrollar planes piloto con el fin de descartar
posibles inconvenientes posteriores, permitiendo de este modo ir moldeando el proyecto
e ir descartando efectos negativos encontrados en el transcurso del desarrollo del plan

piloto.

Evaluar més intervalos de tiempo de exposicion de anteras en frio, otros cultivares y
diferentes tipos de citocininas, para ver si existe mayor dependencia de dichos factores

sobre las variables dependientes evaluadas.

Desarrollar proyectos de investigacion que tengan como objetivo principal la estimacion
de costos y veneficios de la propagacion in vitro en comparacion a la propagacion

convencional de yuca.
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ANEXOS

8.1. Galeria fotografica del proceso de desarrollo de la investigacion.

Recoleccion de los
botones florales

Selecciony
desinfeccion de los
botones florales

Determinacion del
tamafio de boton
floral optimo.
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Instalacion de los
botones en
tratamiento en frio




Preparacion
del medio de
induccion de
calloy
regeneracion
de callo

Extraccion de anteras de los
botones florales con ayuda de
un estereoscopio

Instalacion de
anteras en
medio de

induccion de

callo
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Seleccion de callos e
instalacion de los mismos en
medio de regeneracion

Evaluacion de la
respuesta
embriogénica de los
tratamientos
instalados

Visualizar la presencia o

ausencia de raiz, tallo o

embrion de las unidades
experimentales

55



8.2. Procesamiento estadistico

+ Variable dependiente: Induccién de callos

The GLM Procedure

Dependent Variable: IndCallo

Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 17 0.44080806 0.02592989  2.90 0.0009
Error 72 0.64351800 0.00893775
Corrected Total 89  1.08432606

R-Square CoeffVar Root MSE IndCallo Mean

0.406527 10.14072  0.094540 0.932278

Source DF  TypelSS MeanSquare FValue Pr>F
A 1 0.00010454 0.00010454 0.01 0.9142

B 2 0.14223696 0.07111848 7.96 0.0008
A*B 2 0.05768296 0.02884148  3.23 0.0455
C 2 0.13478549 0.06739274 7.54 0.0011
A*C 2 0.00300802 0.00150401 0.17 0.8455
B*C 4 0.04794651 0.01198663 1.34 0.2631
A*B*C 4 0.05504358 0.01376089  1.54 0.1999

The GLM Procedure
Scheffe's Test for IndCallo

NOTE: This test controls the Type | experimentwise error rate.

Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 72
Error Mean Square 0.008938
Critical Value of F 3.97390

Minimum Significant Difference 0.0397
Means with the same letter are not significantly different.
Scheffe Grouping Mean N A
A 093336 45 a2

A
A 093120 45 al
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The SAS System 21:38 Saturday, January 3, 2023 15
The GLM Procedure
Scheffe's Test for IndCallo

NOTE: This test controls the Type | experimentwise error rate.

Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 72
Error Mean Square 0.008938
Critical Value of F 3.12391

Minimum Significant Difference 0.061

Means with the same letter are not significantly different.

Scheffe Grouping Mean N B

A 098847 30 bl

B 0.90583 30 b2
B
B 0.90253 30 b3
The SAS System 21:38 Saturday, January 3, 2023 16

The GLM Procedure
Scheffe's Test for IndCallo

NOTE: This test controls the Type | experimentwise error rate.

Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 72
Error Mean Square 0.008938
Critical Value of F 3.12391

Minimum Significant Difference 0.061

Means with the same letter are not significantly different.

Scheffe Grouping Mean N C

A 098693 30 cl

[vr]

0.90740 30 «c2

(ve)

B 0.90250 30 «c3
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The GLM Procedure

Least Squares Means

A*B Effect Sliced by A for IndCallo

A DF
al 2
a2 2

The GLM Procedure

=

OO NOUA WN PR

10

al
al
al
al
al
al
al
al
al
a2
a2
a2
a2
a2
a2
a2
a2
a2

Sum of

Squares

Mean Square FValue Pr>F

0.093940 0.046970 5.26 0.0074
0.105980 0.052990 5.93 0.0041

Least Squares Means

IndCallo  LSMEAN

B C

bl c1
bl c2
bl c3
b2 c1
b2 c2
b2 ¢3
b3 cl1
b3 c2
b3 ¢3
bl c1
bl c2
bl ¢3
b2 c1
b2 c2
b2 ¢3
b3 cl1
b3 c2
b3 ¢3

LSMEAN  Number

1.01000000 1
1.00160000 2
0.93980000 3
1.01020000 4
0.88920000 5
0.91280000 6
0.95780000 7
0.80620000 8
0.85320000 9
1.05540000 10
0.96840000 11
0.95560000 12
0.95280000 13
0.89040000 14
0.77960000 15
0.93540000 16
0.88860000 17
0.97400000 18

Least Squares Means for effect A¥B*C
Pr> |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)

Dependent Variable: IndCallo

1 2 3 4 5 6 7 8 9

0.8887  0.2442 0.9973 0.0471 0.1084 0.3856 0.0011  0.0106
0.8887 0.3048 0.8860 0.0642 0.1419 0.4662 0.0017 0.0154
0.2442  0.3048 0.2429  0.4002 0.6529 0.7642 0.0286  0.1519
0.9973  0.8860  0.2429 0.0467 0.1077 0.3837 0.0011 0.0106
0.0471  0.0642  0.4002 0.0467 0.6942  0.2551 0.1694  0.5490
0.1084  0.1419 0.6529 0.1077  0.6942 0.4541 0.0788  0.3222
0.3856  0.4662 0.7642 0.3837 0.2551 0.4541 0.0134  0.0845
0.0011  0.0017 0.0286 0.0011 0.1694 0.0788 0.0134 0.4344
0.0106  0.0154 0.1519 0.0106  0.5490 0.3222 0.0845 0.4344
0.4502 0.3712 0.0571 0.4521 0.0069 0.0197 0.1070 <.0001  0.0012
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Least Squares Means for effect A*B*C
Pr> |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)

Dependent Variable: IndCallo

i/j 10 11 12 13 14 15 16 17 18

1 04502 04888 03660 0.3419 0.0492 0.0003 0.2162 0.0460 0.5490
2 03712 0.5804 0.4442 04171 0.0670 0.0004 0.2719 0.0628  0.6458
3 00571 0.6339 0.7923 0.8285 0.4114 0.0091 0.9415 0.3947 0.5691
4 0.4521 0.4867 03642 0.3403 0.0489 0.0002 0.2150 0.0457 0.5468
5 0.0069 0.1895 0.2705 0.2910 0.9840 0.0709 0.4422 0.9920 0.1604
6 0.0197 0.3555 0.4764 0.5056 0.7090 0.0290 0.7066 0.6869  0.3095
7 0.1070 0.8598 0.9708 0.9336 0.2634 0.0039 0.7090 0.2510 0.7872
8 <0001 0.0083 0.0147 0.0166 0.1634 0.6577 0.0340 0.1724 0.0064
9 0.0012 0.0580 0.0911 0.1001 0.5358 0.2224 0.1735 0.5557 0.0471
10 0.1500 0.0994 0.0905 0.0073 <.0001 0.0485 0.0067 0.1776

The GLM Procedure
Least Squares Means

Least Squares Means for effect A¥B*C
Pr> |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)

Dependent Variable: IndCallo
i/i 1 2 3 4 5 6 7 8 9

11  0.4888 0.5804 0.6339 0.4867 0.1895 0.3555 0.8598 0.0083  0.0580
12 0.3660 0.4442 0.7923 0.3642 0.2705 0.4764 0.9708 0.0147 0.0911
13 0.3419 04171 0.8285 0.3403 0.2910 0.5056 0.9336 0.0166  0.1001
14 0.0492 0.0670 0.4114 0.0489 0.9840 0.7090 0.2634 0.1634  0.5358
15 0.0003 0.0004 0.0091 0.0002 0.0709 0.0290 0.0039 0.6577 0.2224
16 0.2162 0.2719 0.9415 0.2150 0.4422 0.7066  0.7090 0.0340 0.1735
17 0.0460 0.0628 0.3947 0.0457 0.9920 0.6869 0.2510 0.1724  0.5557
18 0.5490 0.6458 0.5691 0.5468 0.1604 0.3095 0.7872 0.0064 0.0471

Least Squares Means for effect A¥B*C
Pr> |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)

Dependent Variable: IndCallo

i/j 10 11 12 13 14 15 16 17 18
11 0.1500 0.8311 0.7949 0.1962 0.0023 0.5827 0.1862  0.9256
12 0.0994 0.8311 0.9628  0.2792  0.0044 0.7365 0.2662  0.7592
13 0.0905 0.7949  0.9628 0.3002 0.0050 0.7719 0.2865 0.7240
14 0.0073 0.1962 0.2792  0.3002 0.0680 0.4541 0.9761 0.1664
15 <0001 0.0023 0.0044 0.0050 0.0680 0.0111  0.0725  0.0017
16 0.0485 0.5827 0.7365 0.7719 0.4541 0.0111 0.4364  0.5206
17 0.0067 0.1862 0.2662 0.2865 0.9761 0.0725 0.4364 0.1575

18 0.1776  0.9256  0.7592 0.7240 0.1664 0.0017 0.5206  0.1575

NOTE: To ensure overall protection level, only probabilities associated with pre-planned comparisons should be used.
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+ Variable dependiente: diametro de callo
The GLM Procedure

Dependent Variable: DiamCallo

Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 17 9.63188889 0.56658170 7.30 <.0001
Error 72 5.59104000 0.07765333
Corrected Total 89 15.22292889

R-Square CoeffVar Root MSE DiamCallo Mean

0.632722  16.02333  0.278663 1.739111

Source DF  TypelSS MeanSquare FValue Pr>F
A 1 227211111 2.27211111 29.26 <.0001

B 2 0.08068222 0.04034111 0.52 0.5970
A*B 2 1.26205556 0.63102778  8.13 0.0007
C 2 5.33443556 2.66721778 34.35 <.0001
A*C 2 0.12214222 0.06107111 0.79 0.4593
B*C 4 0.13005111 0.03251278 0.42 0.7946
A*B*C 4 0.43041111 0.10760278 1.39 0.2475

The GLM Procedure
Scheffe's Test for DiamCallo

NOTE: This test controls the Type | experimentwise error rate.

Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 72
Error Mean Square 0.077653
Critical Value of F 3.97390

Minimum Significant Difference 0.1171

Means with the same letter are not significantly different.

Scheffe Grouping Mean N A
A 189800 45 a2

B 1.58022 45 al
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The GLM Procedure
Scheffe's Test for DiamCallo

NOTE: This test controls the Type | experimentwise error rate.

Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 72
Error Mean Square 0.077653
Critical Value of F 3.12391

Minimum Significant Difference 0.1798
Means with the same letter are not significantly different.

Scheffe Grouping Mean N B
A 1.76400 30 b2

A

A 1.75633 30 b3

A

A

1.69700 30 bl

The SAS System 09:17 Wednesday, January 7, 2023 5
The GLM Procedure
Scheffe's Test for DiamCallo

NOTE: This test controls the Type | experimentwise error rate.

Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 72
Error Mean Square 0.077653
Critical Value of F 3.12391

Minimum Significant Difference 0.1798

Means with the same letter are not significantly different.

Scheffe Grouping Mean N C

A 2.07867 30 cl

B 1.61867 30 «c3
B
B 1.52000 30 «c2
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The GLM Procedure
Least Squares Means

A*B Effect Sliced by B for DiamCallo

B DF
bl 1
b2 1
b3 1

The GLM Procedure

=

O oONOOUTE WNBR

10

al
al
al
al
al
al
al
al
al
a2
a2
a2
a2
a2
a2
a2
a2
a2

Sum of

Squares

Mean Square FValue Pr>F

0.024083 0.024083  0.31 0.5793
0.533333 0.533333  6.87 0.0107
2.976750 2.976750 38.33 <.0001

Least Squares Means

DiamCallo LSMEAN

B C

bl c1
bl c2
bl ¢3
b2 c1
b2 c2
b2 ¢3
b3 c1
b3 c2
b3 3
bl c1
bl c2
bl c3
b2 c1
b2 c2
b2 c3
b3 c1
b3 c2
b3 3

LSMEAN  Number

1.90000000 1
1.51000000 2
1.59600000 3
1.89600000 4
1.43400000 5
1.56200000 6
1.85200000 7
1.29000000 8
1.18200000 9
2.15800000 10
1.49400000 11
1.52400000 12
2.20600000 13
1.73400000 14
1.75200000 15
2.46000000 16
1.65800000 17
2.09600000 18

Least Squares Means for effect A*B*C
Pr> |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)

Dependent Variable: DiamCallo

1 2 3 4 5 6 7 8 9

0.0301 0.0888 0.9820 0.0100 0.0591 0.781  0.0009  0.0001
0.0301 0.6271 0.0318 0.6676 0.7688 0.0562 0.2160 0.0668
0.0888  0.6271 0.0930 0.3611 0.8476  0.1507 0.0868 0.0216
0.9820 0.0318  0.0930 0.0107 0.0621 0.8036 0.0010 0.0001
0.0100 0.6676  0.3611  0.0107 0.4700 0.0204 0.4166 0.1571
0.0591 0.7688 0.8476  0.0621  0.4700 0.1042  0.1271  0.0344
0.7861 0.0562  0.1507 0.8036 0.0204 0.1042 0.0021  0.0003
0.0009 0.2160 0.0868 0.0010 0.4166 0.1271  0.0021 0.5419
0.0001 0.0668 0.0216 0.0001 0.1571 0.0344 0.0003 0.5419
0.1476  0.0005 0.0021 0.1415 0.0001 0.0012 0.0868 <.0001 <.0001
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Least Squares Means for effect A*B*C
Pr> |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)

i/j 10
1 0.1476
2 0.0005
3 0.0021
4 0.1415
5 0.0001
6 0.0012
7 0.0868
8 <.0001
9 <.0001
10

The SAS System

i/j 1
11 0.0241
12 0.0363
13 0.0868
14 0.3494
15  0.4038
16  0.0022
17 0.1740
18  0.2698

i/j 10
11 0.0003
12 0.0006
13 0.7861
14 0.0187
15 0.0241
16  0.0909
17 0.0059
18  0.7260

Dependent Variable: DiamCallo

11 12 13 14 15 16
0.0241 0.0363 0.0868 0.3494  0.4038
0.9279 0.9369 0.0002 0.2078 0.1740
0.5646 0.6841 0.0009 0.4362 0.3790
0.0255 0.0383 0.0828 0.3611 0.4166
0.7345 0.6112 <.0001 0.0930 0.0754
0.7008 0.8299 0.0005 0.3324 0.2846
0.0459 0.0668 0.0483 0.5053 0.5722
0.2509 0.1885 <.0001 0.0140 0.0107
0.0809 0.0562 <.0001 0.0025 0.0018
0.0003 0.0006 0.7861 0.0187 0.0241
09:17 Wednesday, January 7, 2023 11
The GLM Procedure
Least Squares Means
Least Squares Means for effect A¥B*C
Pr> |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)
Dependent Variable: DiamcCallo
2 3 4 5 6 7 8
0.9279 0.5646  0.0255 0.7345 0.7008
0.9369 0.6841 0.0383 0.6112 0.8299
0.0002 0.0009 0.0828 <.0001 0.0005
0.2078 0.4362 0.3611 0.0930 0.3324
0.1740 0.3790 0.4166 0.0754  0.2846
<.0001 <.0001 0.0020 <.0001 <.0001
0.4038 0.7260  0.1811 0.2078 0.5876
0.0014 0.0059 0.2602 0.0003 0.0034
Least Squares Means for effect A¥B*C
Pr> |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)
Dependent Variable: DiamCallo
11 12 13 14 15 16
0.8653 0.0001 0.1775 0.1476
0.8653 0.0002 0.2374  0.1999
0.0001 0.0002 0.0092 0.0120
0.1775 0.2374  0.0092 0.9189
0.1476 0.1999 0.0120 0.9189
<.0001 <.0001 0.1539 0.0001 0.0001
0.3552 0.4495 0.0027 0.6676 0.5954
0.0010 0.0018  0.5345 0.0436 0.0548
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17 18
0.0022  0.1740
<.0001 0.4038
<.0001 0.7260
0.0020 0.1811
<.0001 0.2078
<.0001 0.5876
0.0009  0.2747
<.0001  0.0403
<.0001 0.0086
0.0909  0.0059
9
0.0459  0.2509
0.0668  0.1885
0.0483  <.0001
0.5053  0.0140
0.5722  0.0107
0.0009 <.0001
0.2747  0.0403
0.1705 <.0001
17 18
<.0001 0.3552
<.0001  0.4495
0.1539  0.0027
0.0001 0.6676
0.0001  0.5954
<.0001
<.0001
0.0425 0.0153

0.2698
0.0014
0.0059
0.2602
0.0003
0.0034
0.1705
<.0001
<.0001
0.7260

0.0809
0.0562
<.0001
0.0025
0.0018
<.0001
0.0086
<.0001

0.0010
0.0018
0.5345
0.0436
0.0548
0.0425
0.0153



