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FORMACION DE CALLOS Y EMBRIONES SOMATICOS EN DOS VARIEDADES
DE YUCA
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Somatic embryos and callus development in two varieties of Cassava
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Resumen

La embriogénesis somatica constituye una técnica de cultivo de tejidos in-vitro con gran importancia en la biotecnologia
vegetal. En este trabajo se evalug el efecto de Acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) a tres diferentes concentraciones en
la formacion de callos y embriones somaticos en dos variedades de yuca provenientes de parcela experimental del SENA,
Centro Agroempresarial y Minero, Regional Bolivar. Las variedades seleccionadas fueron venezolano y Negrita. Des las
cuales se obtuvieron explates de peciolos que se sembraron en Murashige y Skoog (1962), que se diferenciaron por y tres
concentraciones (0,0; 0,5 y 1 mg/L), suplementado con 3% de sacarosa, 0.4mg/l Tiamina, 100mg/1 de M-inositol de Acido
2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D). la variedad venezolana obtuvo un porcentaje de callogénesis del 100 %, comparado con la
variedad Negrita la cual solo alcanzd el 26%.
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Abstract

La embriogénesis somadtica constituye una técnica de cultivo de tejidos in-vitro con gran importancia en la biotecnologia
vegetal. En este trabajo se evalug el efecto de Acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) a tres diferentes concentraciones en
la formacion de callos y embriones somaticos en dos variedades de yuca provenientes de parcela experimental del SENA,
Centro Agroempresarial y Minero, Regional Bolivar. Las variedades seleccionadas fueron venezolano y Negrita. Des las
cuales se obtuvieron explates de peciolos que se sembraron en Murashige y Skoog (1962), que se diferenciaron por y tres
concentraciones (0,0; 0,5 y 1 mg/L), suplementado con 3% de sacarosa, 0.4mg/l Tiamina, 100mg/1 de M-inositol de Acido
2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D). la variedad venezolana obtuvo un porcentaje de callogénesis del 100 %, comparado con la
variedad Negrita la cual solo alcanzd el 26%.
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1. Introduccion

En La yuca es un cultivo con gran importancia para la
alimentacion humana, animal y diferentes usos
industriales, ocupa el noveno puesto después del arroz,
el trigo, la cafia de azlcar, el maiz, la soya, la papa, las
legumbres y el aceite de palma, ademas de ser
considerado como una importante reserva cuando hay
malas cosechas de otros productos alimentarios”.
Aguilera (2012, NUm. 158). Africa, encabeza la lista con
un 60% de la produccién mundial. particularmente
Nigeria con (57. 134,478 Toneladas). Le siguen en
importancia el continente asidtico, principalmente
Tailandia (31,161,000 Toneladas) de hecho, India es el
pais de mas altos rendimientos en el mundo 33.5 ton/ha.
Finalmente, Brasil (20°891.532 Toneladas) encabeza los
principales productores de yuca en América Latina y el
Caribe, Segun el Ministerio de Agricultura para el 2016
en Colombia se cultivd 106.943 ha. (FAOSTAT, 2016).

La planta de yuca crece en una variada gama de
condiciones tropicales: en los tropicos humedos y célidos
de tierras bajas; en los trépicos de altitud media y en los
subtrépicos con inviernos frios y lluvias de verano. Se
siembra desde el nivel del mar hasta los 1 800 msnm, a
temperaturas comprendidas entre 20 y 30 °C con una
Optima de 24 °C, una humedad relativa entre 50 y 90 por
ciento con una Optima de 72 por ciento y una
precipitacién anual entre 600 y 3 000 mm con una
6ptima de 1 500 mm. (FAO 2000).

Este cultivo es de propagacién y crecimiento rapido,
pero presenta problemas de diseminacién de
enfermedades, desfavoreciendo la produccién. Debido a
ello se ha incrementado las investigaciones cientificas de
esta plata para lograr un mejor aprovechamiento. Por lo
ya mencionado el cultivo in vitro surge como una
alternativa que Permite incrementar la produccién de la
yuca en corto tiempo, en cualquier época del afio y libre
de enfermedades.

Unas de estas técnicas de la propagacion in vitro es la
embriogénesis Es el proceso por el que las células del
explantes comienzan a dividirse muy rapido y aumentar
su volumen, facilmente visible, y cambia de color, el cual
puede ir de blanco, a un verde y café, esto vienen a ser
los callos somaticos iniciales. Fernandez-Guijarro (1997).

La formacién del callo estd determinada por el tipo de
explante y de regulador de crecimiento y su
concentracion, del genotipo y del contenido endégeno
de reguladores de crecimiento, siendo necesario en
algunos casos adicionar auxinas, citoquininas o ambas.
La Utilizacién de auxinas, en concentraciones de
moderadas a altas han sido las mds utilizadas para la
formacion de callos. La alta concentracion de auxina y
baja de citoquinina en el medio activa la proliferacion
celular en algunas especies, con la consecuente
formacién de callo. Las citoquininas mas utilizadas son la
Kinetina (Kin) y la Benciladenina (BA) y dentro de las
auxinas, las mas empleadas son acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), dcido naftalenacético (ANA)
y acido indolacético (AIA) (Chawla 2002).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del
acido  2,4-diclorofenoxiacético  (2,4-D), en tres
concentraciones diferentes en embriogénesis in vitro de
2 variedades de vyuca provenientes de parcela
experimental del SENA, Centro Agroempresarial vy
Minero, Regional Bolivar.

2. Metodologia

2.1 Seleccion de explantes.

Se tomaron explantes de peciolos de plantas de yuca de
3 meses de edad, provenientes de la parcela experimental
del SENA, Centro Agroempresarial y Minero, Regional
Bolivar, ubicada a 10° 22°17,7” N.y 75°27°44,8” W, con
precipitaciones anuales de 1500 mm y temperaturas
promedias de 28°C.



2.2 Preparacion y desinfeccion de explantes.

Se colectaron peciolos de hojas de dos variedades de
Yuca: Venezolana y Negrita; los cuales se lavaron con
detergente comercial mas dos gotas de Tween 20 y se
enjuagaron con abundante agua corriente, posteriormente
los explantes se sumergieron en una solucién de yodo al
3.75% por 10 min, Transcurrido el tiempo, se sumergieron
en alcohol al 70% por 1 min., y luego se pasaron a una
solucion de hipoclorito de sodio al 2.5% por 10 min. En cada
paso se realizaron tres enjuagues con agua estéril para
eliminar residuos del producto utilizado en la desinfeccién.
teniendo en cuenta el

Se realizd la defeccion

procedimiento utilizado por Buechsel (2012), modificado.

2.3 Induccién de callogénesis.

Los explantes de peciolo, se cultivaron en cajas de petri,
disponiendo 5 explantes por caja, conteniendo medio MS
bésico (1962), suplementado con 3% de sacarosa, 0.4mg/!
Tiamina, 100mg/I de M-inositol y tres concentraciones (0,0;
0,5y 1 mg/L) de Acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D). Los
explantes se incubaron en oscuridad durante 10 dias, a
temperatura de 25 + 1°C, hasta la iniciacion o formacién de
callo (Twyford y Mantell, 1996). En cada caja de Petri se
registré el nimero de explantes que forman callo, tiempo
de formacion y el % de callo formado.

2.4 Caracterizacion anatéomica

Se realizaron cortes a mano alzada y la técnica del
Squash,
determinar la naturaleza del proceso de regeneracion in

para observar las estructuras formadas vy

vitro. Los cortes anatdmicos se observaron en un
microscopio 6ptico a 10 X y 40 X, marca Advance optical,
con pantalla digital integrada.
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3. Resultados y Discusion
3.1 Callogénesis

En la formacion de callo se observd una respuesta
diferencial entre las variedades; encontrandose que la
variedad Venezolana obtuvo un porcentaje de callogénesis
del 100 %, comparado con la variedad Negrita la cual solo
alcanzd el 26%. (Ver tabla 1); Callos que fueron desde el
tipo organogénico hasta el embriogénico. La respuesta
diferencial, se deber a la adicion al medio de cultivo de las
concentraciones de auxinas o citoquininas, en cada
variedad, pudiendo aumentar la eficiencia en la formacion
de callos. (Manrique y Roca 1987). La respuesta de menor
formacion de callo en la variedad Negrita, puede atribuir a
que la especie necesite una mayor concentracién de
reguladores en el explante seleccionado para activar el
proceso de division celular.

Lo anterior Implica que las concentraciones de 2,4-D
utilizadas, no son las adecuadas para inducir la formacion
de callo en la variedad Negrita, resultado que es similar al
obtenido por Manrin (2009), cuando usaron BAP en el
desarrolloy la germinacion de embriones en yuca.

3.2 Caracterizacion Anatomica.

Para caracterizar anatdmicamente la formacién de
callos en yuca, se observaron masas de callo de color
blanco opaco o crema, diferencidandose callos de tipo
embriogénico y no embriogénico por ser este Ultimo de
color blanco mas transparente y de apariencia lisa. En los
callos formados, se pudo observar células competentes
embriogénicas con grandes y células no
embriogénicas alargadas con deformaciones, obtenidas en
el medio de cultivo a concentraciones de 1 mg/l de 2,4-D
(Figura 2).

nucleos

En cuanto a las 3 concentraciones de 2,4-D. Ensayadas,
en la de 0,5ml después de los 15 dias de cultivo, se
observaron células isodiametricas y amorfas en los callos
formados procedentes de la variedad Venezolana. Muchas
de estas células isodiametricas se encontraban en divisién
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celular (Figura 3), provistas de doble membranas, con gran
numero de plastidos y con nucleos definidos., mientras en
la variedad negrita no se observd estructuras definidas.
Posiblemente esta Ultima variedad
concentracion mayor que un 1ml. De 2,4-D para la
induccién de callos embriogénico.

necesita una

Diversos estudios han evaluado varias auxinas sintéticas
con fines de produccién de embriones somdticos y han
encontrado que 2,4-D presentan la mayor eficiencia con
valores superiores al 50% (Groll et al., 2001; Medero et al.,
2000; Medina et al., 2003; Raemakers et al., 1993).

Estos resultados surgieren es mas eficiente para producir
callos y embriones somaticos en la variedad venezolana
que en la variedad Negrita requiere estudios por la deficiencia
en la formacién de estructuras embriogénicas.

Sin embargo, la alta heterocigocidad de la yuca implica
que se observen diversas respuestas a nivel de cultivo de
tejidos, por tal razén se hace necesario realizar
modificaciones a los protocolos para que puedan ser
adaptados a otros cultivares (Medero et al., 2000).

Tabla 1. Efecto del 2,4-D en la formacion de callos en yuca, de las variedades Venezolana y Negrita a los 15
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dias de cultivo.
No ates Formador de Tiempo de acion de
2,4-D mg/L. o Callo Callos formado (%) gﬂﬂﬂ {:}:)
Venezolana Negrita Venezolana Negrita Venezolana Negrita
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0 0
0,5 15 0 100 0 10 0
1,0 15 3 100 26 7 10

Figura 1. a) Callo Embriogénico de yuca. b) callo organogénico de yuca obtenidos a partir del cultivo in
vitro de peciolos de yuca.
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Figura 2. Células amorfas originadas en la concentracién de 2,4-D a 1 mg/L.

4. Conclusiones

Es Lavariedad Venezolana tiene una respuesta eficiente en
el porcentaje general de callogénesis, en las dos
concentraciones 2,4-D. (0,5y 1ml.), el tratamiento con mayor
concentracion (Iml.) Genero una produccién de callos
embriogénicos, se destaca los resultados obtenidos en el
analisis anatémico ya que se pudieron observar estructuras
celular es definidas (Figura 3) y se puede evidenciar que es
correcto para esta variedad inducir a callo a partir del cultivo
in vitro de peciolos.

Por el contrario, la variedad Negrita tuvo respuestas
deficientes; en la induccion de «callo, en las dos
concentraciones 2,4-D. (0,5 Y 1ml.), el analisis anatdmico no
se observaron estructuras definidas. El Acido 2,4-
Diclorofenoxiacético (2,4-D) en las concentraciones vya
sefialadas no fueron eficientes para el desarrollo de callos
organogénico y embriogénicos.

Los resultados obtenidos en este trabajo surgieren que la
variedad Negrita debe ser evaluada en cuanto a sus reservas
enddgenas de reguladores (Auxina y citoquinina), y el tipo de
explante mas apropiado para el cultivo in vitro.
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