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Efecto de 6-bencil aminopurina y acido naftalenacético en la produccion in vitro de
segmentos nodales de yuca (Manihot esculenta Crantz)

Asdrubal Josué Ulloa Céaceres

Resumen. La yuca (Manihot esculenta Crantz) es importante para la poblacion de paises
en desarrollo debido a sus raices que poseen la capacidad de almacenar almidon y se
emplean para la alimentacion humana y animal. Debido a la demanda de plantulas de yuca
producidas a partir de técnicas asepticas, es necesario optimizar el protocolo de la etapa de
multiplicacion y conocer las dosis de fitohormonas que daran una propagacion éptima sin
perder caracteristicas de vigor ni estabilidad genética. El objetivo de este estudio fue evaluar
el efecto de 6-bencil aminopurina (BAP) y acido naftalenacético (ANA) en la
multiplicacién de yuca -variedad Valencia-. Se transfirieron microesquejes de yuca en etapa
de multiplicacion 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 nimero 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 &cido giberélico en combinacion con
los tratamientos suplementados con BAP, los que presentaron mejor respuesta para la
variable cantidad de yemas.

Palabras clave: Auxina, citocinina, cultivo de tejidos, estabilidad genética, fitohormonas.

Abstract. Cassava (Manihot esculenta Crantz) is important for the population of
developing countries because of the capacity of its roots to store starch, and it is used for
human and animal feeding. Due to the demand of cassava seedlings produced from aseptic
techniques, it is necessary to optimize the multiplication stage protocol and to identify the
doses of phytohormones that will result in an optimum propagation without losing
characteristics of vigor or genetic stability. The objective of this study was to evaluate the
effect of 6-benzylaminopurine (BAP) and naphthaleneacetic acid (NAA) on cassava
multiplication -Valencia variety-. Cassava micro cuttings were transferred in multiplication
stage subculture one to Murashige and Skoog culture media modified and supplemented
with phytohormones. Four treatments were evaluated: the control without phytohormones,
and three treatments supplemented with BAP at 0.5 mg/L and of NAA at 0.01 mg/L in
different combinations of them. The number of buds was greater with BAP 0.5 mg/L, and
BAP 0.5 mg/L + NAA 0.01 mg/L produced a higher amount of buds per micro cutting (9.64
and 9.12, respectively). The vitro-plants obtained in these treatments had growth in the form
of rosette (short and succulent). The number if root and height of the plant, were greater in
the control medium (without phytohormone supplementation). It is recommended to
evaluate the effect of giberelic acid in combination with the treatments supplemented with
BAP, that presented better response for the variable number of buds.

Key words: Auxins, cytokinin, genetic stability, phytohormones, tissue culture.
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1. INTRODUCCION

La yuca (Manihot esculenta Crantz) pertenece a la familia de las Euphorbiaceae y es una
de las fuentes de carbohidratos mas consumidas por la poblacion de los paises en desarrollo.
La importancia de esta planta se basa en sus raices que se emplean en la alimentacion
humana y animal debido a la capacidad que poseen de almacenar almidén (Casaca 2005).

La yuca se produce muy bien en diferentes tipos de suelo, los suelos francos son los méas
ideales. Es tolerable a rangos de pH entre 5.8 a 6.5. La temperatura Gptima varia entre
25 °C a 30 °C y puede adaptarse a alturas de 300 a 700 msnm. La precipitacion deseada es
de 1,400 mm y deberan estar distribuidos durante su ciclo de produccion. La densidad
recomendada para la siembra es de 16,666 plantas por hectarea (1.2 m entre cama 'y 0.5 m
entre planta) y el costo de la semilla es de aproximadamente US$ 175.30 por hectarea
(Lardizabal 2009).

La produccién de yuca -variedad Valencia- en Honduras es reconocida por su calidad para
exportacion y procesamiento. Para la siembra en Honduras se utiliza cominmente material
vegetal llamado estacas y tienen que ser libre de patégenos. En Honduras se registran hasta
la fecha cuatro enfermedades que afectan a la yuca, estas son: Cuero de Sapo (Micoplasma),
Mancha Parda (Cercospora sp. y Cercosporium sp.), Mancha Blanca (Phaeoramularia sp.)
y Superalargamiento (Sphaceloma sp.) (Lardizabal 2009).

La técnica de cultivo de tejidos puede aplicarse a la propagacion de plantas. Esta consiste
en aislar una porcion de la planta y brindarle artificialmente las condiciones apropiadas para
que las células expresen su potencial intrinseco o inducido. Esta técnica brinda la
oportunidad de obtener material vegetal libre de patégenos y disponible en cualquier época
del afio (Roca y Mroginski 1991). Esta técnica puede ser una alternativa para la
reproduccion masiva de yuca libre de patogenos.

Las hormonas vegetales también llamadas fitohormonas, son sustancias quimicas
producidas en pequefias cantidades en los tejidos vegetales. Estas hormonas son capaces de
regular los procesos fisioldgicos de las plantas, actuando en el sitio donde se generan o en
una amplia gama de tejidos. Existen cinco grupos de hormonas: auxinas, giberelinas,
citocininas, etileno y acido abscisico (Davies 2010).

El &cido naftalenacetico (ANA) es una fitohormona sintética perteneciente al grupo de las
auxinas. Este grupo de hormonas se encuentra en mayor cantidad en las partes donde se
realizan procesos activos de division celular. Las auxinas, cumplen diversas funciones
como la elongacién de tallos, formacion de raices, induccion a la floracion, diferenciacion
vascular, entre otras (McSteen y Zhao 2008; Davies 2010). EI mecanismo de transporte mas
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rapido usado por las auxinas es no polar en el floema, este se asocia con los procesos de
division del cambium y ramificacion de raices. Estas hormonas son transportadas en sentido
del eje longitudinal de la planta, del punto apical hacia la base en el tallo y en sentido
contrario desde la raiz (Srivastava 2002).

El 6-bencil aminopurina (BAP) es producido sintéticamente y pertenece al grupo de las
citocininas. Este grupo de hormonas es responsable de procesos de division celular, tales
como la formacion y crecimiento de brotes axilares, maduracion de cloroplastos y
diferenciacion celular. Las citocininas se sintetizan en tejidos jévenes o meristematicos
como yemas del tallo, semillas de germinacion y apices radiculares, para luego ser
transportadas via xilema hacia las hojas y luego se transporta via floema hacia otros 6rganos
como los frutos (Srivastava 2002; Davies 2010).

Para generar una produccién precoz promedio de 2.30 brotes por explante y a su vez 2.59
nudos por microesqueje de yuca -variedad Valencia-, se recomienda utilizar el medio de
cultivo de Murashige y Skoog modificando y suplementando con 0.5 mg/L de 6-bencil
aminopurina (BAP) y 40 g/L de Sacarosa (Buechsel Reyes 2012). Para la multiplicacion de
yuca CM 619-3 se recomienda usar dosis de 0.04 mg/L de BAP ya que en concentraciones
superiores a 0.5 mg/L resulta en formacion de callos y bajo desarrollo de segmentos nodales
(Orellana Urrutia 2013).

Debido a la demanda de plantulas de yuca producidas a partir de técnicas asépticas, se
requiere optimizar el protocolo de la etapa de multiplicacién para conocer las dosis de
fitohormonas que nos daran una propagacion optima sin perder caracteristicas de vigor ni
estabilidad genética. EIl objetivo de este estudio fue:

e Evaluar el efecto de 6-bencil aminopurina y acido naftalenacético en la multiplicacion
de yuca -variedad Valencia-.



2. MATERIALES Y METODOS

Localizacion del estudio. El estudio se realizo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales del Departamento de Ciencia y Produccion Agropecuaria de la Escuela Agricola
Panamericana, Zamorano, ubicada en el Valle de Yeguare a 30 km de Tegucigalpa,
Honduras.

Material vegetal y fuente del explante para el establecimiento. Se utilizaron yemas
axilares, obtenidas de una plantacién de yuca -variedad Valencia-, ubicada en el area de
Horticultura de la Escuela Agricola Panamericana. Las yemas fueron sembradas en el
medio de Murashige y Skoog para su establecimiento, después de 21 dias pasaron a la etapa
de multiplicacion subcultivo uno.

Multiplicaciéon. Para este experimento se utilizaron microesquejes de la etapa de
multiplicacién subcultivo uno (Figura 1).

Figura 1. Micresquejes de yuca -variedad Valencia-. A) Contenedor con microesquejes.
B) Microesqueje listo para la etapa de multiplicacién.

Preparacion del medio de cultivo. Se usé el medio Murashige y Skoog modificado
(Cuadro 1). Para la preparacion de los medios de cultivo se utilizé agua destilada, se ajustd
el pH a 5.8 con HCIl 0 KOH y se agreg6 Phytagel® como agente gelatinizante. Los medios
fueron vertidos en frascos de vidrio donde se colocaron 20 mL por contenedor. Finalmente,
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el medio se esterilizd en autoclave “Market Forge Sterilmatic STM — E” a 1.05 kg/cm?
durante 20 minutos a una temperatura de 121 °C.

Cuadro 1. Medio de cultivo Murashige y Skoog modificado para multiplicacion in vitro de
yuca (Manihot esculenta Crantz) -variedad Valencia-.

Componentes Foérmula Nombre Comun mg/L

Macroelementos CaCl,.2H,0 Cloruro de calcio bihidratado 440.000

KH,PO, Fosfato monobaésico de potasio 170.000

KNO3; Nitrato de potasio 1,900.000

MgS0,.7H,0O Sulfato de magnesio heptahidratado ~ 370.000

NH4NO; Nitrato de amonio 1,650.000

Microelementos H;BO; Acido bérico 6.200

CoCl,.6H,O0  Cloruro de cobalto hexahidratado 0.025

CuS0O,.5H,0 Sulfato de cobre pentahidratado 0.025

Kl Yoduro de potasio 0.830

MnSO,.4H,0 Sulfato de manganeso tetrahidratado 22.300

Na,Mo00,.2H,0 Molibdato de sodio bihidratado 0.250

ZnS0,.7H,0  Sulfato de zinc heptahidratado 8.600

FeNa EDTA  Sal férrica sddica de &cido 50.000
Etilendiaminotetraacético

Componentes Organicos Myo-inositol 100.000

Tiamina-HCL 0.400

Piridoxina 0.500

Acido Nicotinico 0.500

Carbohidrato Sacarosa 20,000.000

Fuente: Roca et al (1991).

Tratamientos. Se evaluaron cuatro tratamientos, tres con suplementacion de citocininas
y/o auxinas y un testigo sin hormonas (Cuadro 2).



Cuadro 2. Dosis de 6-bencil aminopurina (BAP) y acido naftalenacético (ANA) en los
tratamientos utilizados para la etapa de multiplicacion de yuca -variedad Valencia-

Tratamientos Dosis de Fitohormonas mg/L Autor

BAP ANA
0 BAP - 0 ANA¥ 0.00 0.00
0.5 BAP - 0 ANAZ 0.50 0.00 Buechsel Reyes 2012
0 BAP - 0.01 ANAZ 0.00 0.01 Roca y Mroginski 1991
0.5 BAP - 0.01 ANAE 0.50 0.01 Roca y Mroginski 1991

¥ Tratamiento testigo sin fitohormonas.
£ Tratamiento con fitohormonas: dosis de BAP (mg/L) - dosis de ANA (mg/L).

Preparacion, siembra y manejo del material vegetal. La cAmara de flujo laminar se
encendi6 30 minutos antes de realizar la siembra, luego se realiz6 desinfeccion con alcohol
al 70%, bisturi y pinzas fueron esterilizadas a 250 °C en el esterilizador de calor seco
Z3378550 — Steri 250, AC input 120V. Se extrajeron microesquejes del contenedor y se
colocaron en papel estéril, se eliminaron las hojas y se cortaron en segmentos con una o dos
yemas, dependiendo del distanciamiento entre ellas. Los segmentos fueron colocados en los
frascos que contenian los medios a evaluar, colocando dos segmentos nodales por cada
frasco (Figura 2). La siembra se hizo de manera aleatoria entre tratamientos. Los frascos
fueron sellados con papel aluminio y cinta plastica.



Figura 2. Preparacion y siembra de segmentos nodales de yuca -variedad Valencia-. A)
Material extraido de la multiplicacién subcultivo uno y colocadas en papel estéril. B)
Material sin hojas ni raices. C) Segmentos cortados de los explantes colocadas en papel
estéril para evitar contaminacion. D) Siembra de material en los medios de cultivo a evaluar.

Incubacion. Los cultivos fueron incubados a 24 + 2 °C, con humedad relativa de 70%. La
intensidad luminica fue de 2 klx, utilizando lamparas fluorescentes del tipo Silvanya
Daylight Incandescent 75 W, con 16 horas luz y 8 horas de oscuridad.

Variables medidas. Las variables evaluadas fueron, nimero de yemas a los 7, 14, 21 y 28
dias después de siembra, nimero de raices y altura en centimetros a los 28 dias.

Disefio experimental. Se utilizé un disefio completo al azar con un arreglo factorial de
2 x 2 (dos fitohormonas x dos niveles de concentracion) en total cuatro tratamientos, 60
repeticiones por tratamiento, siendo cada unidad experimental una repeticion.



Analisis estadistico. Se realizo el analisis de varianza y una separacion de medias con el
método LS-Means con un nivel de significancia de P < 0.05. Los datos fueron analizados
con el programa “Statistical Analysis System” (SAS version 9.4%).



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Numero de yemas. Al dia 21, los tratamientos 0.5 BAP - 0 ANA y 0.5 BAP - 0.01 ANA
produjeron mayor cantidad de yemas (Cuadro 3). Estos resultados son similares a los de
Buechsel Reyes (2012), en los cuales se produjo mayor cantidad de yemas en los
tratamientos con presencia de BAP a concentracion de 0.5 mg/L. Al dia 28, los tratamientos
suplementados con BAP presentaron los mejores resultados, sin embargo, el tratamiento
0.5 BAP - 0 ANA no presentd diferencia con los otros tratamientos. En un medio
suplementado con auxinas y citocininas, la fitohormona que esté en menor concentracion
puede estimular e incrementar el efecto de la que estd en mayor concentracion (Hartmann
et al 2011). En el caso del tratamiento 0.5 BAP - 0.01 ANA, la fitohormona ANA en dosis
menor, estimul6 el efecto del BAP dando como resultado mayor produccion de yemas en
las vitro-plantulas.

Cuadro 3. Produccion promedio de yemas en la etapa de multiplicacién, subcultivo dos de
yuca -variedad Valencia- a los 21 y 28 dias después de transferido al medio de
multiplicacion.

Dias
Tratamientos 21 28
0 BAP - 0 ANA¥ 45 b 65 b
0.5 BAP - 0 ANA® 57 a 6.7 ab
0 BAP - 0.01 ANA? 42 b 6.1 b
0.5 BAP - 0.01 ANAZ 55 a 88 a

¥ Tratamiento testigo sin fitohormonas.

£ Tratamiento con fitohormonas: dosis de BAP (mg/L) - dosis de ANA (mg/L).

ab. Medias con letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa
(P<0.05)

Los tratamientos suplementados con BAP produjeron vitro-plantulas enanas y suculentas.
Se dice que el uso de dosis alta de BAP rompe la dominancia apical y da origen a un cultivo
en roseta (Figura 3). La transferencia de cultivos en roseta a un medio sin BAP, pero
enriquecido con acido giberélico, podria inducir el crecimiento de las yemas axilares y la
formacion de 10 a 20 brotes por cultivo segin Roca et al (1991).



Figura 3. Vitro-plantulas de yuca enanas y suculentas en forma de roseta. Producidas en los
tratamientos 0.5 BAP — 0 ANA y 0.5 BAP - 0.01 ANA en la etapa de multiplicacion
subcultivo dos.

Numero de raices. La presencia de raices fue cuantificada al final del experimento (28
dias), siendo el tratamiento 0 BAP - 0 ANA el que presentd mayor nimero de raices (Cuadro
4) con promedio de 6.3 raices por plantula. En los tratamientos 0.5 BAP - 0 ANA y 0.5
BAP - 0.01 ANA no hubo presencia de raices. Se puede observar que los tratamientos que
no presentan raices son los que en su composicion llevan la fitohormona BAP.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Marin et al (2009), y dicen que el
desarrollo de raices se ve limitado por altas concentraciones de BAP. También concuerdan
en cierta forma con los de Buechsel Reyes (2012) y Orellana Urrutia (2013) quienes, en sus
experimentos obtuvieron mayor cantidad de microesquejes con desarrollo de raices en
concentraciones de BAP de 0.04 mg/L.

Cuadro 4. Efecto de las dosis de 6-bencil aminopurina (BAP) y acido naftalenacético
(ANA) sobre las variables numero de raices y altura en vitro-plantulas de yuca -variedad
Valencia- al dia 28 después de transferido al medio de multiplicacidn subcultivo dos.

Tratamiento NuUmero de raices Altura de plantula (cm)
0 BAP - 0 ANA* 6.3 a 8.1 a
0.5 BAP - 0 ANAE 00 c 27 b
0 BAP - 0.01 ANAE 47 b 28 b
0.5 BAP - 0.01 ANAE 00 c 22 b

¥ Tratamiento testigo sin fitohormonas.

£ Tratamiento con fitohormonas: dosis de BAP (mg/L) - dosis de ANA (mg/L).

abc. Medias con letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa
(P<0.05)

Ademas, en los tratamientos 0.5 BAP - 0 ANA y 0.5 BAP - 0.01 ANA se observo formacion
de tejido callogénico en la base del explante a partir del dia siete. Estos resultados son
similares a los de Marin et al (2009) quienes obtuvieron formacion de callo en tratamientos
con presencia de BAP a concentraciones > a 0.5 mg/L. Este resultado se puede referir a la



accion de BAP que es una citocinina, la cual es utilizada para la diferenciacion celular y
produccion de brotes, rompe la dominancia apical reduciendo el crecimiento vertical de la
planta y formando segmentos cortos y con presencia de tejido callogénico (Jordan y
Casaretto 2006).

La presencia de raices en el tratamiento 0 BAP - 0.01 ANA se debe a la accion de ANA que
tiene la funcion de estimular la iniciacion en el crecimiento de las raices y en el proceso de
diferenciacion (Davies 2010). Segun Oliveira et al (2000) el desarrollo de raices beneficia
la multiplicacion, ya que aumenta la absorcion de nutrientes y con esto mejora el desarrollo
de la parte aérea de la planta la cual servird como material para los subcultivos siguientes.

Altura de la vitro-plantula. El tratamiento Testigo fue el que presentd mayor altura en
comparacion a los demas tratamientos (Cuadro 4). Los demas tratamientos no presentaron
diferencia entre ellos. Sin embargo, los tratamientos suplementados con BAP dieron como
resultados plantulas enanas en forma de roseta, esto puede deberse a la presencia de BAP,
la cual tiene la funcién de inducir el crecimiento lateral y retrasar el apical (Davies 2010).

A pesar que el tratamiento 0.5 BAP - 0.01 ANA es la combinacion de ambas fitohormonas,
se podria decir que se esperaban mejores resultados en cantidad de yemas y la variable
altura, sin embargo, no se expreso de esa manera. La diferenciacion celular se ve afectada
por la relacion auxina:citocinina, las citocininas rompen la dominancia apical y estimulan
la formacion de brotes y division celular (Figura 4). Un inadecuado balance en la relacion
auxina:citocinina hara que las fitohormonas no expresen sus funciones (Astudillo Robles
2013). La respuesta de los explantes fue diferente en cada tratamiento. Los tratamientos sin
presencia de BAP produjeron mayor nimero de raices y altura. Los tratamientos con
presencia de BAP produjeron mayor cantidad de brotes y tejido callogénico (Figura 5).
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Figura 4. Efecto de las dosis de 6-bencil aminopurina (BAP) y acido naftalenacético (ANA)
en la produccion de yemas, altura y nimero de raices en plantulas de yuca -variedad
Valencia- al dia 28 después de transferido al medio de multiplicacién subcultivo dos. A)
Tratamiento Testigo. B) Tratamiento 0.5 BAP - 0 ANA (0.5 mg/L de 6-bencil
aminopurina). C) Tratamiento 0 BAP - 0.01 ANA (0.01 mg/L de acido naftalenacético). D)
Tratamiento 0.5 BAP - 0.01 ANA (0.05 mg/L de 6-bencil aminopurina y 0.01 mg/L de
acido naftalenacético).

11



7 dias 14 dias 28 gias

Figura 5. Efecto de las dosis de 6-bencil aminopurina (BAP) y acido naftalenacético (ANA)
en plantulas de yuca -variedad Valencia- a los 7, 14 y 28 dias de transferido al medio. A, B
y C. Efecto del tratamiento Testigo. D, E y F Efecto del tratamiento 0.5 BAP - 0 ANA (0.5
mg/L BAP). G, H e I. Efecto del tratamiento 0 BAP - 0.01 ANA (0.01 mg/L ANA). J, Ky
L. Efecto del tratamiento 0.5 BAP - 0.01 ANA (0.05 mg/L BAP + 0.01 mg/L ANA).
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4, CONCLUSIONES

Los tratamientos que contienen BAP dan como resultado microesquejes enanos, pero
resultan en la mayor cantidad de yemas.

El efecto de ANA y el medio sin hormonas da como resultado la mayor produccion de
raices.
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S. RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto de acido giberélico en los medios suplementados con BAP y
ANA+BAP.

Probar otras dosis y combinaciones de las fitohormas en el medio de cultivo Murashige
y Skoog.
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