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RESUMEN

La yuca es considerada la cuarta fuente de energia de las regiones tropicales del mundo,
por lo que es un cultivo importante como fuente de carbohidratos y calorias para millones
de personas en el tropico. Para lograr un incremento de la productividad de los cultivos
sin degradacion de la base de los recursos del agroecosistema es necesario un acceso
continuo a la mayor variabilidad genética disponible. En el caso de los cultivos de
propagacion vegetativa es conveniente utilizar una combinacion de técnicas de
almacenamiento. El presente trabajo se realizd6 con el objetivo de evaluar diferentes
medios de cultivo para la conservacion in vitro de la yuca en condiciones de crecimiento
minimo. Se utilizaron como explante inicial, meristemos apicales con uno o dos
primordios foliares de cuatro cultivares de yuca, los que se multiplicaron. Para la
conservacion se utilizaron segmentos nodales de una yema de las plantulas establecidas
in vitro. Se estudiaron cuatro medios de cultivo empleados con frecuencia
internacionalmente en este tipo de ensayo in vitro. Fue posible determinar que en el
medio de cultivo constituido por MS, Sacarosa (4%), BAP (0.02 mg L), AGsz (0.1 mg L
1), ANA (0.01 mg L), se obtuvieron los mejores porcentajes de supervivencia a los seis
y 12 meses y se produjo una reduccion del crecimiento similar al medio de cultivo de
crecimiento minimo recomendado por el Centro Internacional de Agricultura Tropical
(CIAT) de Colombia. Existe mayor influencia del medio de cultivo que del genotipo.
Palabras clave: conservacién ex situ, cultivo de tejidos, recursos genéticos vegetales

IN VITRO CONSERVATION OF CASSAVA (Manihot esculenta Crantz)
IN MINIMAL GROWTH CULTURE MEDIUMS

ABSTRACT

Cassava is considered the fourth largest source of energy in tropical regions of the world,
making it an important crop as a source of carbohydrates and calories for millions of
people in the tropics. To achieve increased crop productivity without degrading the
agroecosystem resource base, continued access to the greatest available genetic
variability is necessary. In the case of vegetatively propagated crops, it is desirable to use
a combination of storage techniques. The present work was carried out with the objective
of evaluating different culture media for the in vitro conservation of cassava under
minimum growth conditions. Apical meristems with one or two leaf primordia of four
cassava cultivars were used as initial explants and multiplied. Nodal segments from one
bud of the seedlings established in vitro were used for preservation. Four culture media
frequently used internationally in this type of in vitro assay were studied. It was possible
to determine that the culture medium consisting of MS salts, sucrose (4%), BAP
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(0.02 mg L), AGs (0.1 mg L1), ANA (0.01 mg L), obtained the best survival percentages
at six and 12 months and produced a reduction in growth similar to the minimum growth
culture medium recommended by the International Center for Tropical Agriculture (CIAT)
of Colombia. There is a greater influence of the culture medium than of the genotype.
Keywords: ex-situ conservation, tissue culture, plant genetic resources

INTRODUCCION

La yuca (Manihot esculenta Crantz), es un alimento basico para muchas familias de
escasos recursos, y materia prima para diversas industrias como la farmacéutica y la
textil. También se usa en la elaboracion de almiddn, alcohol, fibra y en la nutriciéon animal,
entre otros (Blagbrough et al., 2010). La produccion mundial se ubica en un lugar
importante pues el producto llega a mas de 3 000 millones de consumidores, de ellos,
1 000 millones pertenecen a paises en vias de desarrollo. Se producen alrededor de
300 millones de toneladas de raices frescas, en un total de mas de 28 millones de
hectareas. (Garcés y Rosario, 2020; FAOSTAT, 2022).

En Cuba la yuca se cultiva desde tiempos anteriores a la conquista y mas que un alimento
tradicional, es un simbolo de identidad social y cultural. Recientes estudios realizados en
la amplia Coleccién Cubana de Germoplasma de Yuca evidencian la existencia de una
amplia variabilidad genética y de cultivares tradicionales con caracteristicas deseables
por los productores (buena calidad culinaria, buen desarrollo vegetativo y rendimientos
superiores a las 25 t ha') (Beovides et al., 2014).

La combinacién de métodos tradicionales con técnicas modernas para la conservaciéon
de germoplasma, permite detener el deterioro del material vegetal y conservar la
variabilidad genética. Las técnicas de la micropropagacion y conservacion in vitro, han
sido aplicadas con éxito por varios autores (Aighewi et al., 2015; Diaz et al., 2015.,
Acosta, 2019; Corozo et al., 2020). El incremento en el nimero de entradas mantenidas
en los bancos de germoplasma impulsa la implementacion de técnicas mas eficientes
para la conservacién a mediano y largo plazo. De esta forma, se asegura la disponibilidad
de variabilidad genética de las especies y la preservacion de la biodiversidad vegetal
(Monteros-Altamirano et al., 2018).

El cultivo de tejidos vegetales constituye una alternativa para la conservacion del
germoplasma de especies que se propagan vegetativamente. Su utilizaciébn permite
mantener las colecciones en pequefios espacios, libres del ataque de enfermedades y
catastrofes, ademas de facilitar el intercambio de germoplasma. Posibilita conservar
plantas completas, meristemos, semillas, embriones somaticos, embriones cigoéticos,
hojas, tallos, raices, yemas, polen, anteras, callos o protoplastos (Marquez, 2013).

La conservacion in vitro se ha perfilado como una alternativa valiosa para la combinacion
de técnicas de almacenamiento en lugar de depender de una sola. Por lo anteriormente
expuesto se define la importancia de crear un banco de genes in vitro, y conservar todas
las entradas necesarias para representar la mayor variabilidad genética posible.

El presente trabajo se realizd6 con el objetivo de determinar el medio de cultivo de
crecimiento minimo para la conservacion in vitro de yuca (Manihot esculenta Crantz).
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MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizé en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Instituto

de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT), durante los meses de enero de 2021

a septiembre de 2022.

Para realizar la presente investigacion se utilizaron como explantes meristemos apicales

con uno o dos primordios foliares. La desinfeccion se realizdé con Hipoclorito de sodio

2,5%, durante 10 minutos. Se utilizaron los cultivares: ‘CMC - 76’, ‘Crema — 1’

‘INIVIT Y 93-4" y ‘Clon 14’, que fueron establecidos in vitro y multiplicados, segun

tecnologia descrita anteriormente (Medero, 2006; Medero et al., 2015). Como medio de

cultivo basal se utilizaron las Sales MS (Murashige y Skoog, 1962), complementadas con

0,02 mg.L'* de 6-Bencilaminopurina (BAP), 0,1 mg.L? de Acido Giberélico (GAs) y

0,01 mg.L* de Acido Naftalen Acético (ANA).

Con el objetivo de determinar el mejor medio de cultivo para conservar in vitro la coleccion

de germoplasma de yuca, se estudiaron tres medios de cultivo tomados como referencia

de los principales bancos in vitro de germoplasma del mundo. Se utilizd6 como referencia

el medio de cultivo utilizado en el banco de germoplasma del INIVIT (Rayas et al., 2002):

M1. Medio de conservacion (8S) (CIAT. 1984). MS + sacarosa (2%) + BAP (0,02 mg Lt +
GA (0,1 mg L) + ANA (0,01 mg LY.

M2. Medio de crecimiento minimo (NP) (Mafla et al., 2000). MS + Sacarosa (2%) + BAP
(0,02 mg L) + GA (0,1 mg L) + ANA (0,01 mg L) + Nitrato de plata (10 mg L™t).

M3. Medio de crecimiento minimo (INIVIT) (Rayas et al., 2002) MS + Sacarosa (4%) +
BAP (0,02mg L) +GAz (0,1 mg L) + ANA (0,01 mg LY) (Control)

M4. Medio de crecimiento minimo (IITA, 2007) MS + Sacarosa (3%) + BAP (0,15 mg L?)
+ GA3 (0.08 mg L1) + ANA (0.01 mg L)

A los dos y seis meses de conservados los explantes en el medio de cultivo se evalué

porcentaje de supervivencia y altura del explante (cm).

Alos 11 meses se evalud, porcentaje de supervivencia, altura de la plantula (cm), nimero

de hojas abiertas, formacién de raices y nimero de yemas.

Para determinar el grado de deterioro del explante se evalu6 la senescencia foliar

(Numero de hojas secas).

Los resultados fueron analizados mediante SPSS para Windows V 25.0, a los dos y seis

meses, la comparacion de medias se realiz6 mediante un test de Bonferroni por ser el

namero de muestras diferente para los tratamientos. A los 11 meses la comparacion

multiple de medias se realizé segun Tukey cuando se encontr6 homogeneidad de

varianza.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al evaluar el porcentaje de supervivencia de los explantes a los dos y seis meses de
conservados se observaron altos porcentajes de supervivencia, siendo la mas elevada
en el medio de cultivo recomendado por el INIVIT (Rayas et al., 2002) (Tabla 1).

Los explantes conservados en los medios de cultivo en estudio a los dos meses
mostraron diferentes patrones de crecimiento: en el medio de cultivo de conservacion
(8S) recomendado por CIAT (1984), se observo formacion de callos; en el medio de
cultivo de crecimiento minimo (NP) (Mafla et al., 2000), asi como poco crecimiento, sin
formacion de callo y escasa formacion de pequefias hojas. Al evaluar los explantes
colocados en medio de cultivo de crecimiento minimo INIVIT (Rayas et al., 2002), el
crecimiento fue uniforme, formacién de pequefia hoja apical, sin formacion de callos ni
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brotes, mientras que en el medio de cultivo de crecimiento minimo recomendado por [ITA
(2007) el crecimiento fue no uniforme, formacion de hojas grandes y raices, entrenudos
largos. (Tabla 2).

Tabla 1. Porcentaje de supervivencia de los explantes conservados in vitro a los dos y
seis meses en el medio de cultivo de crecimiento minimo.

Cultivar ‘CMC -76’ ‘Crema-1’ ‘INIVIT Y 93-4’ ‘Clon 14’ X

2 6 2 6 2 6 2 6 2 6
Tratamiento meses meses meses meses meses meses meses meses meses meses
8S 97,50 75,00 90,00 23,07 97,50 80,00 80,00 40,00 91,25 5451
NP 100 50,00 72,50 13,79 100 100 90,00 57,50 90,62 55.32
INIVIT 100 90,00 82,50 51,51 100 9500 92,50 77,50 93,75 78.50
HTA 100 80,00 50,00 3500 100 97,50 90,00 57,50 85,00 67.50

Leyenda: 8S, Medio de cultivo de conservacién del CIAT (CIAT. 1984); NP, Medio de crecimiento
minimo (NP) (Mafla et al., 2000); INIVIT, Medio de crecimiento minimo (INIVIT) (Rayas et al.,
2002), IITA, Medio de crecimiento minimo (lITA, 2007).

Tabla 2. Efecto del medio de cultivo sobre la altura del explante de cuatro cultivares de
yuca en la conservacion in vitro a los dos y seis meses de conservados.

Cultivares  ‘CMC-76’ ‘Crema-1" INIVITY 93-4 ‘Clon 14’  Medias delos
tratamientos
. 2 5 2 5 2 5 2 5 2 6
Tratamientos
mesesS mesesS MmesSesS MmesesS mMeses meses mesesS mesesS meses meses
8S 327b 925b 170a 263b 226b 76lb 145a 590b 217b 7300
NP 144a 197a 148a 135a 1,42a 198a 158a 1,80a 1,48a 190a
INIVIT  138a 198a 145a 160a 132a 195a 150a 26la 14la 207a
IITA 465c 1210c 2.47b 2.90b 2.87a 1872¢ 235b 12,92¢ 3,09¢ 11,66 ¢

Medias de
los cultivares
Leyenda: 8S, Medio de cultivo de conservacién del CIAT (CIAT. 1984); NP, Medio de crecimiento
minimo (NP) (Mafla et al., 2000); INIVIT, Medio de crecimiento minimo (INIVIT) (Rayas et al.,
2002), lITA, Medio de crecimiento minimo (IITA, 2007).
*Letras diferentes en la misma columna difieren para p<0.05, segun test de Bonferroni.

269b 7,11c 1,78a 2,07a 197a 756c 1,72a 5,53b

A los seis meses se pudo apreciar una mejor diferenciacion de los explantes en
conservacion, con formacion de plantas completas. Se observé el mas lento crecimiento
en el medio de cultivo NP (Mafla et al., 2000) y el medio de cultivo por recomendado por
Rayas et al. (2002), pero este ultimo con mas alta supervivencia del explante.

Después de 11 meses de conservacion (Tabla 3) se pudo constatar que aunque en los
cuatro medios de cultivo estudiados se mantuvo viabilidad del explante, es en el utilizado
en la conservacion in vitro en el INIVIT donde se observé mayor supervivencia (76,12),
con diferencias significativas con respecto al resto de los tratamientos, incluso en el medio
de cultivo NP del cultivar ‘Crema — 1’, murieron todos los explantes antes de los 11 meses,
este cultivar mostro ser muy recalcitrante al cultivo in vitro, por lo que quizas seria
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conveniente conservarlo en medio de cultivo de crecimiento. Esto evidencia el efecto del
genotipo al estudiar la conservacion in vitro de los recursos genéticos.

Los resultados no coinciden con lo descrito por investigadores del CIAT en Colombia
(Aranzales, 2016), quienes mantienen la coleccién en el medio de cultivo NP durante
24 meses, mientras que en nuestras condiciones a los seis meses solo se obtuvo 55.32%
de supervivencia. Esto puede estar relacionado con la incubacion en un cuarto de
conservacion a temperatura entre 23 y 24°C, mientras en los laboratorios del INIVIT la
temperatura de incubacion es 26+ 2°C, igual al cuarto de crecimiento. Lo que corrobora
gue cada laboratorio debe determinar sus condiciones de cultivo, en correspondencia con
las condiciones del local.

La limitacién del crecimiento por efecto de la concentracion osmoética se debe a la
reduccion de la absorcion de agua y nutrientes del medio de cultivo (Garcia et al., 2007).
El medio de cultivo recomendado contiene mayor concentracion de sacarosa que el resto
de los estudiados, ya que la sacarosa al ser altamente metabolizable, en concentraciones
elevadas, puede actuar como agente osmotico (Ramirez et al., 2012).

La conservacion in vitro tiene como objetivos incrementar la longevidad in vitro de los
cultivos sin que se produzcan cambios genéticos, por tanto, no hay una detencion total
de los procesos celulares sino una disminucion en la velocidad en que ocurren los mismos
y para reducir la frecuencia de transferencia de las plantas a medio de cultivo fresco
(Bonilla et al., 2015).

Tabla 3. Efecto del medio de cultivo sobre el porcentaje de supervivencia de los explantes
conservados durante 11 meses en los medios de cultivo en estudio.

Tratanf:i‘;'rf't‘éar ‘CMC -76’ ‘Crema-1’ ‘INIVITY93-4 ‘Clon14’ Media
8S 50,00 23,07 78,00 2000  47.76¢
NP 30,00 0 97,00 57,00  4871c
INIVIT, 2002 82,50 51,51 93,00 7750  76,12a
ITA, 2007 80,00 7,00 96,00 4500  57,00b

Leyenda: 8S, Medio de cultivo de conservacion del CIAT (CIAT. 1984); NP, Medio de crecimiento
minimo (NP) (Mafla et al., 2000); INIVIT, Medio de crecimiento minimo (INIVIT) (Rayas et al.,
2002), IITA, Medio de crecimiento minimo (IITA, 2007). *Letras diferentes en la misma columna
difieren para p<0.05, segun test de Tukey.

Al evaluar la altura del explante (Tabla 4) se observo que en los medios de cultivo 8S e
[ITA, el crecimiento no es lento, ocurre elongacion de las plantulas con entrenudos muy
largos y a los 10 meses las plantulas comienzan a morir.

En cuanto al nUmero de hojas abiertas se aprecio que al utilizar el medio de cultivo INIVIT
se observé el mayor valor sin diferencias con los medios de cultivo 8S e IITA y si con el
medio de cultivo NP, en el caso de los cultivares solo existen diferencias estadisticas con
el cultivar ‘Crema — 1°.
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Tabla 4. Efecto del medio de cultivo sobre la altura, nimero de hojas abiertas y numero
de yemas de cuatro cultivares de yuca para la conservacion in vitro a los 11 meses.

Cultivares y . , ‘INIVIT . , Media de los
CMC -76 Crema -1 Y 93-4’ Clon 14 tratamientos

Tratamientos Altura
8S 14,00 6,50 12,10 10,65 10,81 b
NP 3,06 0 4,70 3,36 2,78 a
INIVIT, 2002 2,54 3,25 4,40 6,65 4,18 a
[ITA, 2007 13,30 4,65 23,20 21,60 15,68 c
Media de los 8,22b 3,60c 11,10 a 10,54 a
cultivares

Numero de hojas abiertas

8S 5,90 4,00 4,60 5,30 4,95 a
NP 1,20 0 5,10 3,20 2,37b
INIVIT, 2002 5,90 3,30 4,70 6,10 5,00 a
[ITA, 2007 6,50 3,30 4,60 4,90 4,82 a
Media de los 4,87 a 2,65b 4,75 a 4,87 a

cultivares

Numero de yemas

8S 6,20 3,00 6,50 6,00 542 a
NP 1,20 0 2,40 1,40 1,25d
INIVIT, 2002 6,70 1,60 2,70 4,40 3,72 ¢
lITA, 2007 4,70 1,60 5,70 6,80 4,70 b
Media de los 4,57 a 155b 4,32 a 4,65 a

cultivares

Leyenda: 8S, Medio de cultivo de conservacion del CIAT (CIAT. 1984); NP, Medio de crecimiento
minimo (Mafla et al., 2000); INIVIT, Medio de crecimiento minimo (Rayas et al., 2002), IITA, Medio
de crecimiento minimo (lITA, 2007). *Letras diferentes en la misma columna difieren para
p<0.05, segun test de Tukey.

En el nimero de yemas formadas en los tratamientos se pudo apreciar que en los medios
de cultivo 8S e IITA, donde se alcanzaron los mas altos valores en la altura, aunque
formaron el mayor numero de yemas no constituyen valores significativos, esto se debe
a que ocurrio una elongacion y los entrenudos fueron muy largos, provocando el
crecimiento exuberante de las plantulas que comenzaron a sufrir senescencia foliar
(Figura 1).
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T1 T3 T4

Cv. ‘CMC-76’

T2 T3 T4
INIVIT Y 93-4°

T3 T4

‘Clon 14’

Leyenda: T1. 8S, Medio de cultivo de conservacion del CIAT (CIAT. 1984); T2. NP, Medio de
crecimiento minimo (Mafla et al., 2000); T3. INIVIT, Medio de crecimiento minimo (Rayas et al.,

2002), T4. lITA, Medio de crecimiento minimo (IITA, 2007)

Figura 1. Plantas conservadas in vitro de tres cultivares de yuca en los medios de cultivo
de crecimiento minimo estudiados a los 11 meses de cultivo.

Todos los explantes conservados, después de colocados en medio de cultivo de
crecimiento formaron plantas completas, listas para su aclimatizaciéon (Tabla 5, Figura 2).

Tabla 5. Efecto de los medios de cultivo de conservacion en el restablecimiento en medio

de cultivo de crecimiento.

Cultivar ‘CMC-76’

‘Clon 14’

Tratamiento

% de recuperacion (Niamero de explantes)

8S 100 (24)
NP 100 (24)
INIVIT, 2002 100 (24)
IITA, 2007 100 (24)

‘Crema-1’ INIVIT Y 93-4’
100 (24) 100 (24)

0 100 (14)
100 (13) 100 (24)
100 (11) 100 (24)

100 (24)
100 (23)
100 (17)
100 (24)
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Figura 2. Formacion de plantas completas in vitro, a partir de explantes conservados en
medio de cultivo de crecimiento minimo

Los resultados corroboraron la necesidad de estudiar los medios de cultivo a utilizar en
cada laboratorio y permitieron reafirmar que el utilizado permite la conservacion durante
10 meses aproximadamente, dependiendo méas de los genotipos.

CONCLUSIONES

Se determindé que el medio de cultivo de crecimiento minimo para yuca (Manihot
esculenta Crantz) constituido por el 100 % de las sales y vitaminas recomendadas por
Murashige y Skoog (1962), 40 g.L! de sacarosa, 0,02 mg L* de 6-bencil aminopurina,
0,1 mg L* de &cido giberélico y 0,01 mg L de &acido naphtalen acético, permite la
conservacion in vitro por 10 meses.

Las plantas conservadas in vitro de todos los -cultivares se recuperaron
satisfactoriamente y no se observaron cambios morfologicos en condiciones de
campo después de la conservacion.
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