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Resumen

RESUMEN

La necesidad de producir material de plantacion de alta calidad y rejuvenecidos
fisiolégicamente, disponibles para los productores de yuca ha requerido de la
bdsqueda de alternativas que garanticen el incremento de la eficiencia en los
métodos de propagacion y por lo tanto la aplicacion de las técnicas
biotecnoldgicas. El presente trabajo se realizé en la Biofabrica de Cienfuegos y el
Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT), durante el periodo
comprendido entre enero del 2010 a febrero del 2012. El objetivo principal del
trabajo consistio en evaluar, en condiciones de Biofabrica, la propagacion de la
yuca con énfasis en la aclimatizacion de vitroplantas para garantizar incrementos
en los porcentajes de supervivencia. Se utilizaron los clones 'INIVIT Y 93-4',
'CEMSA 74-6329', 'CMC-40' y 'INIVIT Y 80+1' procedentes del banco de
germoplasma del INIVIT. Como resultado se obtuvo la implementacion de la
micropropagacion de la yuca a partir de 4 clones comerciales, donde se
adquirieron los manejos y habilidades para obtener coeficientes de multiplicaciéon
de hasta 1:2,7 para el clon 'INIVIT Y 80+1' durante el séptimo subcultivo. A los seis
dias del subcultivo los explantes colocados en el medio esterilizado con G1
tomaron una coloracién blanquecina, o sea comenzaron a perder clorofila.
Ademas, en fase de aclimatizacion con el empleo del nuevo método de
aclimatizacion mediante el uso del cobertor (camara humeda) se incrementé los
porcentajes de supervivencia hasta el 87,51% con relacion a un 75,79% cuando
no se aplicé el cobertor (método tradicional). Finalmente, se recomienda
consolidar la micropropagacion de la yuca en la Biofabrica de Cienfuegos vy

aplicar estos resultados en otras entidades de su tipo.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

La yuca (Manihot esculenta, Crantz) forma parte del grupo de raices y tubérculos
que la poblacion cubana denomina “Viandas”, la que ocupa un lugar muy
importante en la preferencia para la alimentacion humana y animal (Rodriguez,
1997).

Desde mediados de los afios ochenta, la produccién de yuca aumentd al mismo
ritmo que en el decenio anterior, pero con la diferencia de que la expansion se
bas6 en el aumento de la superficie plantada mas que en el incremento de la
productividad. Segun las proyecciones de la FAO (2007), la produccion nacional
fue de 585 000 toneladas de raices frescas y un rendimiento de 4.7 t.ha™, el cual
se encuentra por debajo del rendimiento promedio mundial (10.9 t.ha™).

La yuca, existe en Cuba desde épocas precolombinas y por su elevado valor
energético, destacada adaptabilidad a las diferentes condiciones edafocliméticas y
capacidad de producir bajo condiciones adversas bioticas y abioticas, cualidades
poco comun en otro cultivo, han motivado que a través de los afios muestre un
desarrollo ascendente no sélo en cuanto a areas plantadas, sino también respecto
a los rendimientos por area (Rodriguez et al., 2000).

En la actualidad constituye un cultivo de gran importancia por su amplia utilizacién
en la alimentacion humana, animal y otros fines industriales; sin embargo, los
rendimientos que se obtienen aun no satisfacen las necesidades crecientes de
esta raiz tuberosa, motivado fundamentalmente entre otros factores por el clon
comercial, la agrotecnia del cultivo y sobre todo por la calidad del material de
plantacion.

La necesidad de producir material de plantacion de alta calidad y rejuvenecidos
fisiolégicamente, disponibles para los productores de yuca ha requerido de la
busqueda de alternativas que garanticen el incremento de la eficiencia en los
métodos de propagacion y por lo tanto la aplicacion de las técnicas
biotecnoldgicas. Al respecto se han desarrollados protocolos para la propagacion
in vitro por organogénesis de este cultivo (Roca, 1984; Medero, 1995; Basalil,
2001; Medero, 2006). Ademas, se han realizado trabajos de evaluacion de la

durabilidad del efecto de rejuvenecimiento y el incremento de los rendimientos.
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En el Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT) se trabaja en el

proceso de produccion de semilla original del cultivo de la yuca por técnicas

Biotecnoldgicas desde hace varios afios con resultados significativos y validados

con participacion del productor. Actualmente, toda la semilla basica que se

produce en la institucién es rejuvenecida por estas técnicas; sin embargo, no son

suficientes las entregas para cubrir las demandas de las provincias en el

establecimiento del Esquema de Produccion de Semilla para este cultivo. Debido a

lo anterior se hace necesario lograr la transferencia a la Biofabrica de Cienfuegos

de la metodologia de micropropagacion de la yuca y lograr su adopcion con

porcentajes aceptables de sobrevivencia de las vitroplantas producidas a nivel de

fase de aclimatizacién, con la siguiente Hipotesis de trabajo:

“Se podra llevar a condiciones de Biofabrica la propagacién in vitro de la yuca, asi

como crear condiciones de aclimatizacibn que permitan la utilizacion de

vitroplantas de este cultivo con porcentajes de sobrevivencia superiores a los

alcanzados actualmente.

Para dar cumplimiento a la hipétesis formulada, se plantearon los siguientes

objetivos:

Objetivo general:

Evaluar, en condiciones de Biofébrica, la propagaciéon de la yuca con énfasis en la

aclimatizaciéon de vitroplantas que garantice incrementar los porcentajes de

sobrevivencia.

Obijetivos Especificos:

1. Evaluar la metodologia de micropropagacién de la yuca en condiciones de
Biofabrica a partir de 4 genotipos.

2. Estudiar la influencia de cobertores alternativos que permitan aumentar la

supervivencia de los materiales propagados.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Sistematica

2.1.1. Origen

La yuca es una de las principales plantas utiles tropicales difundidas en todos los
continentes. Existen diversas opiniones acerca del centro de origen de esta
especie y los investigadores se inclinan a admitir mas de un lugar de origen,
indicando como probables el Brasil, América Central y México. Sin embargo, la
mayoria de los botanicos ecoldgicos consideran la yuca como una planta originaria
de Ameérica tropical, y al nordeste de Brasil como el mas probable centro de
origen. La diversidad mas amplia del género Manihot se encuentra en Brasil,
suroccidente de México y Guatemala (Dominguez et al., 1983).

2.1.2. Taxonomiay Sin6bnimos
Reino: Vegetal
Divisién: Spermatophyta
Subdivisién: Angiospermae
Clase: Dycotiledonae
Subclase: Anchichlamydae
Orden: Euphorbiales
Familia: Euphorbiaceae
Género: Manihot
El género Manihot tiene mas de 100 especies, incluyendo: M. esculenta, M.
utilissima Pohl, M. aipi Pohl, M. dulcis Pax, M. flexuosa Pax et K. Hoffm., M.
flabellifolia Pohl, M. diffusa Pohl, M. melanobasis Muell. Arg., M. digitiformis Pohl,
M. sprucei Pax, etc. (Rogers, 1963) citado por Montaldo (1985).
Dependiendo de la zona geografica donde se cultive o consuma, la yuca presenta
diferentes nombres vulgares: Yuca (Bolivia, Colombia, Costa Rica, Cuba, Ecuador,
Honduras, Nicaragua, Panama, Peru, Puerto Rico, Santo Domingo, Salvador y
Venezuela), Mandioca (Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay), Guacamote
(México), Manioc (Francia), Manioka (Alemania) y Cassava (EEUU), entre otros
(Montaldo, 1991).
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2.1.3. Morfologia y Fisiologia

La planta de yuca es un arbusto de tamafio variable, perenne, lefioso y de
fotoperiodo corto. Se le puede encontrar entre los 30°N y 30°S, y de 0 a 2000
metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.). Es capaz de crecer en suelos pobres y
acidos, y en regiones secas; ademas es relativamente resistente a plagas y
malezas, por lo cual es considerado como un cultivo rustico (Cock, 1989).

El tallo maduro es de forma cilindrica, de ramificacion simpodial y de color
variable, segun el cultivar. Los tallos cumplen una funcion fundamental en la
reproduccion vegetativa de la planta, al servir como "semilla" para su produccion
comercial. Las hojas son simples y alternas; tienen una gran riqueza proteica, y
contienen tres y media veces mas grasa y dos veces mas fibra que las raices
(Montaldo, 1985). La lamina de la hoja es palmeada y posee varios foliolos. Las
nervaduras pueden ser verdes, rojas o amarillas segun la variedad, y el color del
haz y del envés difiere. La inflorescencia puede ser una panicula, un racimo o una
combinacion de los dos. Las flores tienen 5 sépalos y 10 estambres, y el fruto es

de 1 a 2 cm de didmetro, aristado, dehiscente y semicircular.

Las raices en principio son fibrosas, pero tiempo después un porcentaje de estas
se agranda, debido a la acumulacién de almidén, denominandose tuberosas. Las
raices tuberosas de la yuca son morfoloégica y anatdbmicamente iguales a las
raices fibrosas; la diferencia radica en el cambio de la direccion del crecimiento, de
longitudinal a radial, cuando se inicia la acumulacion de almidones (Dominguez et
al., 1983).

La yuca es una planta monoica, aunque no todas las variedades florecen; las que
lo hacen presentan protoginia, lo cual favorece la exogamia (Dominguez et al.,
1983), de ahi su alta heterocigocidad. Como la planta no presenta madurez
fisiologica, la yuca se cosecha entre los 7 y los 24 meses de edad, dependiendo
del clon, las condiciones ambientales y la demanda del producto, razén por la cual
este cultivo debe considerarse de ciclo largo (Lozano et al., 1977).

Esta especie se multiplica de tres formas: por semilla botanica; por pedazos de
tallos o estacas, esta ultima comprende también el cultivo de tejidos, y por hojas,

siendo la mas utilizada la propagacion por estacas (LOpez et al., 1984).
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2.2. Técnicas de cultivo de tejidos

2.2.1. Micropropagacion

Originalmente la micropropagacion se defini6 como “cualquier” procedimiento
aséptico que comprenda la manipulacion en las plantas de 6rganos, tejidos o
células que produzcan poblaciones de plantulas y que permitan el desvio tanto del
proceso sexual normal como de la propagacion vegetativa no aséptica que se
practica convencionalmente. La micropropagacion clonal implica que cada una de
las plantulas que se produce pueda crecer y ser fenotipica y genotipicamente

idéntica a la planta original de la que se deriva (Villalobos y Thorpe, 1991).

2.2.1.1. Organogeénesis. Aspectos generales

La organogénesis es un evento morfogenético que se caracteriza por su desarrollo
unipolar, en otras palabras, es la formacion de un primordio unipolar a partir de
una yema con el subsecuente desarrollo de éste en un brote vegetativo, existiendo
siempre una conexién entre los nuevos brotes y el tejido paterno. Estos brotes
vegetativos son posteriormente puestos a enraizar en otra etapa, via formacién de
primordios de raices y el enraizamiento final. Los brotes pueden formarse
directamente del explante (organogénesis directa) o indirectamente a partir de
callos. En la via organogénica para lograr la formaciéon de una planta completa, ya
sea por la via directa o indirectamente, se requiere de una secuencia de medios
de cultivo, ya que aquellos medios favorecen el desarrollo de los brotes, la
formacion de raices y viceversa (Jiménez, 1998).

La organogénesis ha sido la base fundamental de la multiplicacion vegetativa y
dentro de ella pueden diferenciarse dos vias: la formacion de yemas axilares y la
formacion de yemas adventicias

1. Formacién de yemas axilares.

Se basa en la formacion de brotes a partir de las yemas que se encuentran en las
axilas de las hojas o primordios de hojas, los cuales son divididos y subcultivados
respectivamente (Hu y Wang, 1983). Este método ha sido el mas utilizado para la
propagacion comercial debido a la facilidad con que se ha establecido en la

mayoria de las especies y a la estabilidad genética de las plantas regeneradas,
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siendo el sistema de regeneracion en el cual se reportan los menores indices de
variacion genética.

2. Formacién de yemas adventicias

Esta técnica se basa en la formacion de novo de yemas a partir de meristemos
preexistentes o tejidos no meristeméaticos, los cuales se originan de una o de un
pequefio grupo de células, cuando se cultivan los explantes en medios con
concentraciones elevadas de citoquininas (Vulysteke y de Langhe, 1985).

De esta forma es posible producir un mayor nimero de plantas por unidad de
tiempo en comparacion con el método de yemas axilares y a la vez presenta
mayores posibilidades de mecanizacion-automatizacion, existiendo ya varios

ejemplos de utilizacién de biorreactores para su produccion (Akita et al., 1994).

2.2.1.2. Propagacion in vitro via organogénesis

Por sus ventajas constituye la tecnologia mas utilizada para la clonacién de
especies de interés econdmico. Es una tecnologia relativamente simple, bien
conocida, que se realiza a partir de la multiplicacion de yemas, &pices o
meristemos con mas de dos décadas de experiencia, por lo que se ha designado
con el término de “micropropagacién convencional” (Orellana, 1998; Pérez et al.,
1998).

A escala comercial se han encontrado algunas desventajas que elevan los costos
finales de las plantas, dentro de los cuales tenemos el gran nuamero de
operaciones manuales y su alto costo por mano de obra, el cual estd comprendido
entre el 80 y 90% del costo final de las plantas (Ziv, 1989) y entre un 50 y 80%,
segun Pérez et al. (2000). Otros aspectos lo constituyen el elevado gasto por
energia eléctrica, el uso de agar como agente gelificante en el medio de cultivo y
los frascos de capacidad limitada.

Ademas, esta técnica presenta restricciones desde el punto de vista bioldgico, ya
gque en la mayoria de las especies micropropagadas los coeficientes de
multiplicacion son bajos, lo cual también incrementa los costos de produccion y
disminuye la eficiencia en el proceso; siempre que sea considerada la eficiencia
como el niumero de plantas generadas por unidad de tiempo (Villalobos y Thorpe,

1991, citados por Jiménez y De Feria, 1998). Razon por la cual Pérez et al. (1998),
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seflalan que la eficiencia del proceso estd determinada por la fase de
multiplicacion y su pardmetro fundamental es el coeficiente de multiplicacion;
indicando que por cada unidad de aumento en el mismo, disminuyen los costos en
un 10%.

No obstante, a pesar de las limitaciones, la propagacion via organogénesis posee
un gran numero de ventajas; motivo por el cual un notable numero de
investigadores consideran que es posible su aplicacion a escala comercial
logrando hacerla mas eficiente mediante la automatizacion, cambios tecnoldgicos,
medidas organizativas y de control (Vasil, 1994; Pérez et al., 1998). El aumento de
la eficiencia en la micropropagacion convencional estd muy relacionada con el
perfeccionamiento de las técnicas in vitro para incrementar los coeficientes de
multiplicacion y el volumen de material por area de cuarto de cultivo; y si es
posible la automatizacion o semiautomatizacion de algunas etapas de la
micropropagacion, con énfasis en aquellas que mayor consumo de mano de obra
implican (Orellana, 1998; Pérez et al., 1998).

2.2.1.2.1. Etapas o fases de desarrollo en la micropropagacion in vitro

Segun la experiencia, en la propagacion comercial pueden identificarse bien
definidas con sus objetivos especificos cinco etapas:

. Fase Preparativa (0): Es importante, o casi indispensable, en el desarrollo de un

esquema de micropropagacion real y repetible, es una etapa preparativa donde se
incluye la seleccion de la planta donadora y una serie de pretratamientos en
condiciones higiénicas controladas, cuyo objetivo es mejorar la eficiencia en la
implantacion y desarrollo posterior de los cultivos (Deberg, 1983).

Tiene una marcada influencia sobre la calidad posterior de las plantas resultantes
del proceso tanto desde el punto de vista sanitario, fisiologico como genético.

. Fase de establecimiento o iniciacién de los cultivos (I): El objetivo de esta etapa

es lograr el establecimiento de cultivos axénicos y fisiolégicamente vigorosos con
los cuales iniciar el proceso de multiplicacion.

. Fase de multiplicacion (11): Esta es la fase mas importante y determinante en

todo programa de propagacion in vitro, es en ella que se realiza la verdadera

mutiplicaciébn o micropropagacioén de una especie o variedad definiéndose no sélo
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el nimero de plantas o propagalos a obtener, sino su calidad genética por ser esta
fase en la que se producen las variantes somaclonales.

El objetivo de esta fase es la produccién del mayor nimero posible de propagalos
(plantas, microtubérculos, microbulbillos) a partir de explantes (meristemos
apicales o axilares, yemas axilares o adventicias), ya establecidos in vitro.

. Fase de enraizamiento (lll): Es la fase mas voluminosa de todo el proceso, pues
en ella cada brote, esqueje o yema de forma individual que se ha formado durante
la fase de multiplicacion, debe ser cultivada y manipulada in vitro para que,
ademas de crecer y desarrollar un pseudatallo o tallo con las primeras hojas,
forme y desarrolle varias raices que le permitan comenzar la absorcion de
nutrientes al trasplantarse sobre un sustrato enriquecido y convertirse en una
vitroplanta aclimatizada lista para llevarse a campo.

. Fase de aclimatizacion (IV): Es trascendental para la propagacion comercial,
pues del resultado de esta, dependerd en gran medida la calidad final de las

plantas y la eficiencia total del proceso.

2.3. Cultivo in vitro de la yuca

Los primeros reportes de la aplicacion de técnicas biotecnoldgicas en el cultivo de
la yuca se remiten a principios de la década del 70 y hasta la fecha se han logrado
importantes avances, entre los cuales se pueden citar:

« Cultivo de callos

La formacién de callos y la organogénesis en yuca fue reportada por Tilquin (1979)
mediante el cultivo de entrenudos y observé la formacién de protuberancias de
color verde sobre los callos que se diferenciaban a estructuras similares a hojas.
En estudios sobre el desarrollo de callos de yuca (Noerhadi y Widiyanto, 1982)
utilizando diferentes auxinas y otros compuestos en el medio basal de Murashige y
Skoog (1962), concluyeron que las auxinas y citoquininas son requeridas para el
crecimiento de callos y la formacion de raices.

- Micropropagacion y saneamiento

Mediante la propagacion in vitro se puede evitar que los clones, ya probados
respecto a la presencia de organismos patdégenos, se contaminen de nuevo por

accion de los insectos, el aire, el agua y otros organismos patdgenos
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transportados por el suelo (Roca et al., 1991). La metodologia de saneamiento de
clones de yuca (Roca y Jayasinghe, 1982) consiste en un proceso de termoterapia
seguido del cultivo de meristemos, que ha permitido realizar con éxito el
saneamiento masivo de clones de yuca infectados o con sospechas de infeccion.
En la literatura aparece una serie de autores que vinculan la termoterapia, la
quimioterapia y el cultivo de meristemos con el saneamiento de virus en el cultivo
de la yuca (Kartha y Gamborg 1975; Gamborg y Kartha, 1976; Kartha y Gamborg
1979; Kaiser y Teemba, 1979; Roa, 1981; Mafla et al., 1984; Nair, 1984; CIAT,
1985; Frison, 1987a; 1987b; Cohen, 1989; Nolt, 1990; Roca et al., 1991).

« Micropropagacion mediante cultivo de un solo nudo

La técnica mas simple de micropropagacién in vitro de la yuca es el cultivo de
segmentos nodales obtenidos de plantulas derivadas de puntas meristematicas.
(Roca et al., 1991).

La obtencién de plantas a partir de meristemos apicales de yuca se logro sobre el
medio de Murashige y Skoog (1962), suplementado con BAP, ANA 'y AG, (Kartha,

1975; Roca, 1979; 1980; Salazar, 1985; Zambrano, 1985). Bajaj (1978) reporta un
método in vitro para la propagacién clonal de plantas de yuca utilizando &pices
meristeméaticos como fuente de indculo primario y el empleo de segmentos de
brotes jovenes con el proposito de multiplicar en gran escala sobre el medio de
cultivo de Murashige y Skoog (1962) suplementado por ANA (1,0 mg.L™), Kinetina
(0,2mg.L") y AG, (0,5 mg.L™).

Una explicacion detallada de la propagacion clonal in vitro por cultivo de
meristemos fue reportada por Roca (1979; 1980), quienes sefialan la importancia
de esta técnica como fundamento de la multiplicacién acelerada de individuos
libres de virus y otras enfermedades e insectos.

- Micropropagacion mediante cultivo de brotes multiples

Los requerimientos para lograr una multiplicacion rapida de clones élites se
pueden satisfacer mediante la induccién del cultivo de brotes multiples o "roseta"
iniciados con puntas meristematicas (Roca, 1984). EI método consiste en la
adicién de una dosis alta (1,0 - 5.0 mg.L™") de 6-BAP que rompe la dominancia

apical y da origen a un cultivo en "roseta”, cuya transferencia a un medio libre de
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6-BAP, pero enriquecido con AG, promueve el crecimiento de yemas axilares que

forman de 10 - 20 brotes por cultivo (Roca et al., 1991).

Mireles y Paez (1984), lograron la induccion de "roseta" a partir de @&pices
caulinares de diferentes tamafios del clon 'UCV-2578', utilizando el medio de
cultivo MS (1962) suplementado con Acido Naftalen Acético y 6-Bencilamino
purina, y la formacion de estas estructuras se observaron a la séptima semana de
cultivo. Ademas, Paez (1989) con la finalidad de incrementar la tasa de
multiplicacion in vitro de la yuca realizé un estudio de seis medios de cultivo en
estado sélido y liquido, utilizando combinaciones de hormonas y vitaminas,
concluyendo que incluir como hormona sélo la 6-Bencilaminopurina en los medios
de cultivo iniciales fue beneficioso para la mejor formacién de las "rosetas" y el
desarrollo de los brotes foliares.

« Micropropagacion por embriogénesis somatica

La primera informacién, hallada en la literatura, sobre embriogénesis somética en
yuca fue realizada por Stamp y Henshaw (1982), utlizando pedazos de
cotiledones de semillas maduras cultivados en un medio basico de Murashige y
Skoog (1962) suplementado con 2,4D y 6-BAP. Estudios anatomicos Yy
morfolégicos (Stamp, 1987; Raemakers, 1993 y Konan et al.; 1994) demostraron
que los embriones se desarrollaron de forma similar en semillas maduras y
explantes foliares clonales de yuca. En Cuba, se puso a punto un protocolo para la
obtencion de embriones somaticos a partir de hojas inmaduras (Medero, 1995;),
asi como la obtencion de embriones soméaticos a partir de yemas axilares.

El objetivo final de la micropropagacion es lograr el establecimiento en campo del
material producido, teniendo en cuenta factores tan importantes como lo es el
genotipo, el sustrato para el transplante y el control de la humedad, temperatura y
riego (Roca et al., 1984; NG, 1985).

2.4. Propagacion masiva en Biofabricas

En Cuba la propagaciéon masiva de plantas comenzé a finales de la década del 70,
con laboratorios que producian de 100 a 200 000 vitroplantas anuales de papa y
paralelamente, los grandes centros cientificos del pais y las universidades

comenzaron a desarrollar tecnologias, no solo de cultivo de tejidos sino también
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de diagnéstico y saneamiento a los principales patdgenos, asi como para la
identificacion y caracterizacion de la variabilidad somaclonal. En 1987 se
construye la primera Biofabrica del pais (denominada como de Primera
Generacion) y entre 1987 y 1993, el numero se elevé a 15 (Pérez et al., 1998). En
el momento actual el pais dispone de un potencial instalado para producir 60
millones de vitroplantas al afio con las tecnologias convencionales de

propagacion.

2.5. Escalado de la Produccién in vitro en Biofabricas

El desarrollo de la ciencia y la técnica no se concibe sin su implementacion
practica en un sistema productivo y econdmicamente eficiente, esto ultimo es vital
para que los adelantos creados puedan dar solucion a los problemas para los
cuales fueron previstos; por otra parte los resultados de la ciencia aplicada deben
responder a las actuales exigencias del mercado, donde hay un predominio de la
competencia, por lo que es necesario ofertar productos de alta calidad y precios
asequibles a los clientes. Sin embargo es reconocido que para ello, debe tenerse
en cuenta estos aspectos desde la propia concepcion y disefio de las
investigaciones, hasta su instrumentacién practica a escala industrial 0 masiva y
precisamente este enfoque sistémico se enmarca dentro del llamado Escalado de
la Produccién (Suarez y Alvarado, 1997).

Muchos autores reconocen que los procesos que se desarrollan a nivel de
laboratorio no alcanzan los mismos resultados cuando aumenta el volumen, lo
cual trae aparejado el fracaso y/o una demora excesiva en su aplicacion a nivel
industrial, con el consiguiente alargamiento del ciclo de vida de los productos. De
lo anterior, deben esclarecerse dos conceptos muy importantes: el Escalado de la
Produccion y el Ciclo de Vida del Producto.

Vifias (1994) expresO al respecto, que el escalado se define como “el proceso
necesario para alcanzar la produccion industrial a partir de un logro cientifico a
nivel de laboratorio”, mientras que el ciclo de vida de un producto no es mas que
“el tiempo que transcurre desde la concepcion hasta su comercializacion”; Morita
(1992) confirma que éstos conceptos son de suma importancia para poder

alcanzar la competitividad necesaria si tenemos en cuenta que los precios y
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oportunidades en el mercado van variando en el tiempo, lo que implica la
necesidad de minimizar el ciclo de vida de los productos. Un ejemplo clasico
corresponde a la comercializacion de plantas ornamentales, donde se reconoce
que las variedades de mayor impacto pueden mantenerse en el mercado entre 6 a
12 meses por tanto el desarrollo de nuevas tecnologias para la propagacion de las

mismas deben tener en cuenta ésta particularidad.
2.6. Aclimatizacion

2.6.1. Fisiologia del cultivo in vitro que repercute directamente en la

aclimatizaciéon

Respuesta de los tejidos

Alteracion del contenido de ceras epicuticulares
Funcionamiento sistemético anormal
Disminucion del contenido de clorofila

Menor peso seco final

Disminucion del area foliar

Disminucién del nimero estomatico

N o g bk~ wDbdRE

Menor desarrollo anatébmico

Respuesta de la planta

Crecimiento suculento
Desérdenes fisiologicos y morfoldgicos
Menor tasa de crecimiento

Presencia de contaminacion

o bk 0N PE

Mayor frecuencia de mutaciones

Como consecuencia del ambiente in vitro, todos los factores descritos
anteriormente contribuyen al desarrollo de la planta con un fenotipo incapaz de
sobrevivir al trasplante a invernadero o campo (Preece y Suter, 1991) debido al
estrés hidrico provocado por la ausencia de regulacion estomatica (Ziv et al.,
1987) y menor cantidad de ceras epicuticulares (Conner y Conner, 1984; Sutter,
1988), tallos mas delgados, reduccion de tejidos mecanicos de soporte,
incremento del contenido de agua en las células y crecimiento heter6trofo o

mixoétrofo. Estos aspectos fisiologicos de la planta in vitro indican que es necesaria
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una etapa especial que permita el retorno gradual de estas plantas a sus
caracteristicas normales.

La aclimatizacion es un proceso necesario y gradual, a través del cual se reducen
al maximo las pérdidas de las plantas in vitro después de su trasplante a
condiciones in vitro donde las plantas deben adaptarse a las nuevas condiciones,
de forma progresiva respecto a su estructura y fisiologia y deja de ser un
organismo heteroétrofo o mixotrofo (nula o baja capacidad fotosintética). Durante la
fase de adaptacion estas plantas estan forzadas a ser completamente autotrofas y
sintetizar los compuestos organicos necesarios a partir de minerales, agua, CO, y
luz. Este cambio en las plantas, asi como, la morfologia de las mismas, determina
la susceptibilidad durante las etapas iniciales del proceso de aclimatizacion. Los
objetivos primarios de esta fase son lograr la supervivencia de las plantas al
momento del trasplante y el inicio del crecimiento de las mismas (Jiménez y
Caballero 1990; Moran, 2008).

La fase de aclimatizacion es la etapa final del proceso de micropropagacion de ahi
gue sea trascendental para la propagacion comercial, pues del resultado de esta
dependera en gran medida la calidad final de las plantas y la eficiencia total del
proceso y por tanto su meta es lograr plantas listas para su trasplante definitivo a
campos comerciales de produccion o bancos de semillas para ser multiplicadas.
Las plantas producidas in vitro presentan la cuticula poco desarrollada, debido a la
alta humedad relativa presente en el tubo de ensayo (90-100%), lo que provoca
una excesiva pérdida de agua post- trasplante, las hojas son delgadas, blandas y
fotosintéticamente poco activas, presentando pocas y pequefas células de
parénquima empalizada, con baja eficiencia en el uso de la luz y con grandes
espacios en el mesofilo, los estomas no operan adecuadamente, siendo la causa
de mayor pérdida de agua durante las primeras horas de aclimatizacion, a su vez,
existe una pobre conexion vascular lo que reduce la conduccion de agua, ademas
las raices son poco funcionales, presentando epidermis no suberificadas y pocos
pelos radicales, los que generalmente mueren post-trasplante y debe ser
regenerados (Nava, 2008; Bazaldu-Mufoz et al., 2008).

Lo fundamental de esta etapa es que las plantas forman un buen sistema radical,

debido a que su nutriciébn dependera durante mucho tiempo y en gran parte de la
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efectividad de sus raices. Este periodo es crucial en la vida de las plantas, para
evitar que se produzca situacion de estrés a plantas que inician su desarrollo, cuya
manifestacion podria no se observable, hasta que el individuo no haya alcanzado
la fase adulta (Roca, 1991).

2.6.2. Técnicas de aclimatizacién

Diversa técnicas han sido aplicadas a las plantas in vitro para lograr su
aclimatizacion, todas ellas con el propésito de lograr su supervivencia y calidad
fisioldégica antes de la plantacién a campo. A continuacion se hara referencias a
algunas de ellas (Santanmaria et al., 2000).

El proceso de aclimatizacibn se puede comenzar mientras las plantas estén in
vitro (Ziv, 1986) logrando incrementar el porcentaje de supervivencia hasta un
90% con nueve dias destapadas antes del trasplante. Millar (1983) propuso
destapar las plantas unos dias antes en el propio lugar donde se adaptaran las
vitroplantas, es decir, en el invernadero o en el propio campo. Contrario a lo que
se supone, la contaminacion del medio que contiene sacarosa no se convierte en
un problema a menos que las vasijas se mantengan destapadas durante tiempo;
el destapado se debe hacer por etapas y es muy util en los lugares donde no hay
control sobre la humedad.

Rodriguez (1990) plantea que las plantas in vitro en la fase de enraizamiento
deben transcurrir la mitad del tiempo en la camara de crecimiento y la otra mitad
en el invernadero, donde los cultivos reciben la luz natural con mayor intensidad.
(Donan, 1991) recomienda colocar los recipientes de los cultivos a invernaderos
por algunos dias antes de sacar las plantas, esto con la finalidad de lograr pre-
adaptarse a los regimenes de luz y de temperatura que prevalecera en el
invernadero durante el trasplante. Con tal procedimiento se puede ocasionar un
problema de acumulacion de calor al tocar los recipientes tapados debido a un
doble efecto de invernadero, este problema puede solucionarse quitando las tapas
de los recipientes de los cultivos siempre y cuando se procure proporcionar a las
plantas una alta humedad relativa para prevenir su desecacion.

Para garantizar estas condiciones de aclimatizacién son necesarias instalaciones

gue regulen las condiciones ambientales naturales tratando de brindar
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fundamentalmente condiciones de humedad e iluminacién que atenten el cambio

de las condiciones in vitro a las condiciones in vivo.

2.6.3. Instalaciones para la aclimatizacion

Los umbraculos son las instalaciones mas sencillas y de méas bajo costo. La

estructura puede ser de diversos materiales, pero lo mas frecuente es la tuberia

galvanizada con un tejido de alambre al que se sujeta la malla plastica de sombra

que por lo general es de polipropileno, es una magnifica instalacion para lugares

donde el viento es muy fuerte, excepto para las plantas altamente exigentes a

humedad ambiental. Entre los inconvenientes del umbraculo estd su baja

proteccion del viento y que la temperatura del suelo es inferior a la del suelo que

se encuentra al aire libre, la cual puede afectar al cultivo que requiere buena

temperatura de raiz (Jiménez y Caballero, 1990; Agramonte et al., 1998; Jiménez,

2009).

El umbraculo es un lugar creado para proteger a las plantas de un proceso de luz

principalmente. Sus desventajas radican que no permite controlar las inclemencias

del tiempo como las bajas temperaturas, las lluvias, aunque puede influir a la

fuerte accion del viento independientemente de su emision principal (Quesada,

1994; Agramonte et al., 1998).

Bajo el nombre de invernadero, se conoce toda aquella estructura cerrada con una

cubierta plastica. De la calidad de la cubierta dependera en principio un mejor o

peor efecto invernadero y por lo tanto a un mejor o peor clima en la zona

protegida, (Agramonte et al., 1998).

Las bondades del invernadero la definen tres aspectos (Zan de Galdeano, 1990).

e La capacidad para regular climatologia en funcién del cultivo y del clima
exterior.

e Su funcionalidad, es decir, su montaje y disefio que permite econGmicamente
un Optimo estado técnico.

e Su viabilidad futura

(Jiménez, 2009) define dos grupos de invernaderos: por un lado, aquellos que

tratan de aprovechar al menor costo posible las ventajas climaticas de las zonas

donde se ubica y por otra, las que utilizan sistema activo de manejo climéatico. El
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principal problema de los invernaderos en el tropico es que en el verano su
temperatura interior llega a los 40° C a veces incluso sombreando, y la humedad
relativa desciende a niveles muy peligrosos para todos los cultivos.

La solucion que suele adaptarse es sombrear llegando a interceptar entre el 70 al
75% de la radiacion incidente.

Los cambios rapidos notables a las técnicas biotecnologicas utilizadas a la
produccion vegetativa sefialan la utilizacion de invernaderos con cobertura plastica
en la fase de aclimatizacion. Los mismos constituyen sistemas sencillos de control
climatico con equipos de riegos y fertilizacion, etc., se ha difundido

ambientalmente con el fin de aumentar la produccion y calidad.

2.6.5. Manejo de las plantas en la aclimatizacion

Durante el cultivo in vitro las plantas tienen un escenario con alta humedad relativa
(entre 85 y 100%), baja irradiacion, carencia de CO,, presencia de fuentes de
carbono y reguladores del crecimiento en el medio de cultivo; las que inducen en
la planta el desarrollo de una estructura y fisiologia poco desarrollada. Las raices
son sensibles a sufrir dafios, son poco funcionales, la fotosintesis es baja y su
aparato estoméatico es poco funcional (Pospisilova et al., 1999 y Bazaldu-Mufioz et
al., 2008).

Para alcanzar plantas aclimatizadas de una mejor calidad y uniformidad suficiente
para ser llevadas a campo, el manejo de las plantas cultivadas in vitro debe ser
paulatino y procurando hacer el menor perjuicio a las plantas. Esta etapa es donde

ocurren la mayor cantidad de pérdidas (Sosa-Rodriguez et al., 2009).
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3. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizé en la Biofabrica de Cienfuegos, ubicada en
Carretera a Palmira Km 4, perteneciente a la UEB Semillas, provincia de
Cienfuegos y en el Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT),
ubicado en el municipio Santo Domingo de la provincia Villa Clara, durante el

periodo comprendido entre enero del 2010 a febrero del 2012.

3.1. Material Vegetativo

Se seleccionaron los genotipos 'INIVIT Y 93-4', 'CEMSA 74-6329', 'CMC-40" y
INIVIT Y 80+1', teniendo en cuenta su importancia para la produccion de yuca
durante todo el afio en Cuba.

Descripcién de los clones

INIVIT Y 93-4". La planta alcanza una altura entre 1,5 y 2,5 metros de altura,
presenta de tres a cuatro ramificaciones por planta, tallos de color gris, hojas
lanceoladas, de cinco a siete I6bulos, de color verde claro tanto en el peciolo como
en las nervaduras. Posee mas de ocho raices por planta, rugosas, conicas, de
color castafio claro, subepidermis crema y pulpa blanca. Ciclo de cosecha a partir
de los ocho meses.

'CEMSA 74-6329': Presenta tallo erecto, medianamente ramificado, de color gris
claro y grosor intermedio. Las plantas son de baja altura. Las hojas son muy
lobuladas con lébulo central eliptico. El follaje joven es verde carmelitoso, mientras
que el adulto es verde. Las nervaduras son verdes tanto por el haz como por el
envés. El brote terminal es lampifio, tiene baja retencion del follaje. El peciolo es
rojo verde por la parte superior y verde rojo por la inferior tanto en hojas jovenes
como adultas, son largas y estan ubicadas en posicién horizontal. El punto de
insercion limbo — peciolo es rojo y el punto de insercion peciolo — tallo es purpura.

Produce un niumero medio de raices con pocas comerciales.

'CMC-40": Tallo acostado, medianamente ramificado, de color carmelita oscuro y
grosor intermedio lo mismo que la longitud de la filotaxia. La planta es de baja
altura. Las hojas son medianamente lobuladas con Iébulo central eliptico y corto.

El follaje joven lo mismo que las nervaduras por el haz y el envés son de color
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verde claro, mientras que el follaje adulto es verde. Tiene el brote terminal lampifio
y baja retencion del follaje. El peciolo es rojo por ambas partes tanto en hojas
jovenes como adultas con una longitud media. El punto de insercion limbo —
peciolo es verde pero el punto de insercion peciolo — tallo es de color purpura.
Produce un numero medio de raices comerciales/planta y pocas raices no
comerciales.

‘INIVIT Y 80+1’: Clon obtenido en el programa de fitomejoramiento en el Instituto
de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT), a partir del clon ‘CMC-40’
plantas de 1,5 — 3,0 m de altura 0 mas sin ramificacion de porte erecto, tallos de
color marrén oscuro, hojas con 5 — 7 l6bulos, follaje joven azul - rojizo, peciolos de
color purpura tanto en las hojas jévenes como en las adultas, nervaduras rojo -
verde por el haz y por el envés verde - rojo, hojas adultas de color verde, l6bulos
simples y peciolos inclinados hacia arriba de forma irregular, posee generalmente
mas de nueve raices por planta, de superficie rugosa y crecimiento oblicuo,
sésiles, conicas o cilindricas, pelicula externa de color castafio oscuro, corteza
rosada y pulpa de color blanco, ciclo de cosecha a partir de los siete meses.
Implantacién y micropropagacion del material vegetativo.

El stock de plantas donantes in vitro fue establecido de la siguiente forma: se
tomaron estacas de 20 a 25 cm de longitud y fueron plantadas en camaras del
Centro de Reproducciéon Acelerada de Semilla (CRAS) que contenian un sustrato
formado por suelo pardo con carbonatos y cachaza en una proporcion de 3:1. Se
le aplicaron riegos periédicamente para mantener la humedad adecuada. También

se realizaron aplicaciones fitosanitarias semanales.

Aproximadamente cuatro semanas después de la plantacion se cortaron las
yemas terminales con 3 6 5 cm de tallos. La desinfecciébn se realiz6 de la
siguiente forma: lavado de las yemas con agua corriente varias veces,
posteriormente se sumergieron las yemas en una solucion de etanol (70%) por 1
minuto, después se colocaron en otra solucién de hipoclorito de sodio (2,5%) por 5
minutos y finalmente se lavaron las yemas 4 6 5 veces con agua destilada estéril y
se mantuvieron en un frasco con agua destilada estéril hasta su siembra in vitro.

Bajo condiciones de asepsia en una cabina de flujo laminar los explantes fueron
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extraidos con un tamafio de 0,5 — 1,0 mm y colocados sobre el medio de cultivo
siguiente: sales de MS (1962), tiamina (1 mg.L™), mioinositol (100 mg.L™),
sacarosa (20 g.L™), 6-Bencilaminopurina (BAP) (0,04 mg.L™), Acido Naftalen
Acético (ANA) (0,02 mg.L™Y), Acido Gibérelico (AG3) (0,05 mg.L™), Agar (6,5 g.L ™)
y pH 5.7, donde se obtuvieron plantas completas a los 30 dias (Roca et al., 1991;
Medero, 1995).

Para la entrega de los clones seleccionados a la Biofabrica fueron utilizados tubos
de cultivo con una microestaca de 1,5 a 2,0 cm de longitud, procedentes de

plantas desarrolladas in vitro.

3.2. Procedimientos generales

El medio de cultivo se esteriliz6 en autoclave a 121°C de temperatura y una
presion de 1,2 Kg/cm?; el tiempo de esterilizacion vari6 en dependencia del
volumen de medio, segun informacién técnica de SIGMA (1991). Las placas Petri
de 80 x 15mm para la manipulacién del material desinfectado se esterilizaron por
aire seco a 180°C durante 2 horas, empleando para este proceso una estufa. La
manipulacion del material vegetal desinfectado, se realizé dentro de una cabina de

flujo laminar horizontal.

Para la propagacion in vitro se utilizé el medio de cultivo propuesto por Murashige
y Skoog (1962) (MS). Los medios se solidificaron con AgarE a razén de 6,5 g.L™.
En cada experimento se sembraron un total de 30 réplicas por cada tratamiento,
los que se incubaron en condiciones de luz natural, con fotoperiodo de 14 horas

luz y 10 de oscuridad, a una temperatura de 28+2 °C.

3.3. Evaluacion de la micropropagacion de los cuatro genotipos de yuca en
la Biofabrica.

Los clones propagados in vitro y en tercer subcultivo fueron recibidos desde el
Laboratorio de Biotecnologia del INIVIT. En condiciones de Biofabrica estos
materiales se sembraron en un medio de cultivo semisolido gelificado con AgarE,
se colocaron cinco explantes por frasco biotecnolégico (pomos), los explantes se
cortaron a 2,5 cm de altura, con dos yemas cada explante, asi como el medio de

cultivo se esterelizé con G-1 (esterilizacion quimica) y autoclave. Se realizaron tres
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subcultivos cada 35 dias y la evaluacion se realizé en el momento del transplante

a la fase de aclimatizacion, donde se tuvo en cuenta las siguientes variables:

» Altura de la vitroplanta (cm)

» Numero de hojas de la vitroplanta
» Numero de raices de la vitroplanta
» Coeficiente de Multiplicacién

3.4. Aclimatizacion de las vitroplantas. Efecto del uso del cobertor.

Las vitroplantas producidas de los cuatro genotipos fueron transplantadas al area
de aclimatizacion de la Biofabrica y de forma paralela se comparé con el método

recomendado por el INIVIT. Se compararon las variantes siguientes:

1. Area de aclimatizaciéon, segin modelo desarrollado para las Biofabricas en
Cuba (Pérez, 1998).

2. Nuevo método constituido por una Caja de madera de 100 cm x 60 cm forrada

con nylon segun Medero et al. (2011).

Se utilizaron para el experimento mas de 500 vitroplantas y transcurridas cuatro

semanas se realizaron las evaluaciones siguientes:

1. Supervivencia de las vitroplantas expresada en porcentaje
2. Cambios de coloracion en las hojas y tallo

3. Presencia de plantulas con las hojas deformadas

Los datos obtenidos fueron procesados estadisticamente segun el disefio, el cual
consisti6 en la aplicacibon de una prueba de hipbtesis para muestras
independientes en los casos que se compararon dos tratamientos y analisis de
varianza de clasificacion simple (en el caso de las variables continuas) para
comparar varios tratamientos. La comparacion multiple de medias se realizo segun
las docimas de Tukey si existia homogenidad de varianza y Dunnett’C en caso
contrario. Ademas, andlisis de varianza por rangos segun Kruskal-Wallis con
posterior aplicacion de Mann-Whitney y Mann-Whitney cuando se trataba de dos

tratamientos solamente (para las variables expresadas en porcentaje).

20



Resultados y discusion

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3. Evaluacién de la micropropagacion de los cuatro genotipos de yuca en
la Biofabrica.

4.3.1. Efecto de la esterilizacion con G1 para la micropropagacion

Al evaluar la metodologia de micropropagacion de la yuca en la Biofabrica de
Cienfuegos los explantes fueron transferidos en cabina de flujo laminar (Figura 1)
al medio de cultivo de multiplicacion. Como resultado se obtuvo que a los seis dias
de la siembra los explantes colocados en el medio esterilizado con G1 tomaron
una coloracion blanquecina, o sea a perder clorofila (Figura 2) y fue necesario
subcultivar de inmediato para transferirlos a un medio fresco, pero esterilizado en
autoclave, donde los explantes continuaron con su desarrollo normal (Figura 3).
Los resultados obtenidos demostraron que el esterilizante quimico G1 no puede
utilizarse en el proceso de la micropropagacién de la yuca, auque otros autores
seflalan su ventaja para la propagacion masiva de otros cultivos (Pérez et al.,
1998).

Figura 1. Secuencia del manejo del explante de yuca en el primer subcultivo.
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Figura 2. Primer subcultivo de multiplicacion del clon ‘CMC-40’ en el medio de

cultivo esterilizado con G1.

Figura 3. Segundo subcultivo de multiplicacion del clon ‘CMC-40’ en el medio de

cultivo esterilizado con autoclave.
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4.3.2. Evaluacion de la micropropagacion del clon ‘CMC-40’ durante seis

subcultivos

Como se puede observar en la Tabla 1, durante el cuarto subcultivo se alcanzé el
mayor coeficiente de multiplicacién (2,20), sin diferencias estadisticas con los
obtenidos durante los subcultivos uno, cinco y seis, pero si con los del segundo
tercero. Estos resultados pudieron estar dados por un mal manejo durante el corte
de los explantes o debido a otras causas como los componentes del medio de
cultivo, tiempo de esterilizacion, condiciones ambientales, etc. EI menor

coeficiente de multiplicacion se obtuvo durante el tercer subcultivo.

Tabla 1. Resultados obtenidos para la variable coeficiente de multiplicacion en el
clon 'CMC-40' durante seis subcultivos.

Subcultivo Coeficiente de multiplicacién Media de rango
1 1,80 12,50 ab
2 1,23 517b
3 1,20 4,83 b
4 2,20 16,50 a
5 1,63 10,17 ab
6 1,40 7,83 ab
KW 11,81*

Los resultados obtenidos demostraron la presencia de contaminantes
principalmente por hongos durante la micropropagacion del clon ‘CMC-40’ (Tabla
2), donde se puede observar que para evaluaciones realizadas durante los seis
subcultivos, en el segundo se obtuvo el mayor porcentaje de contaminacién
(21,80%) y el menor (4,83%) durante el quinto subcultivo. De forma general, se
puede decir que los porcentajes de contaminacion producidos se encuentran
dentro del rango de aceptacion para los laboratorios de cultivos de tejidos y las
biofabricas cuando se trabaja en la adopcién de nuevas metodologias. Basail

(2001), encontré un 3.3% de contaminacion en el clon ‘CMC-40’.
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Tabla 2. Resultados obtenidos para la variable porcentaje de contaminacién en el
cultivar 'CMC-40' durante seis subcultivos.

Subcultivo % de contaminacion Media de rango
1 21,57 12,50 a
2 21,80 15,00 a
3 18,97 13,17 a
4 4,97 4,33b
5 4,83 4,67 b
6 9,30 7,33 b
KW 11,32*

4.3.3. Respuesta de cuatro cultivares de yuca al momento del transplante a la

fase de aclimatizacién

En la Figura 4, se puede observar la respuesta de la variable nimero de hojas
durante el séptimo subcultivo en el medio de cultivo para multiplicacién. Los
resultados obtenidos muestran que la media mas alta (5,7) se obtuvo con el clon
'CEMSA 74-6329', sin diferencias significativas con los clones 'INIVIT Y 93-4' (5,1),
'CMC-40' (5,06) y si con el clon'INIVIT Y 80+1'. La mayor altura fue obtenida por
el clon 'CMC-40' (7,3 cm) con diferencias estadisticas significativas alcanzadas por
los tres clones restantes (Figura 5); mientras que la menor altura fue alcanzada
por el clon 'INIVIT Y 93-4' (4,42 cm). Para la variable nimero de raices por planta
la mejor respuesta fue para el clon 'INIVIT Y 80+1' (7,97) con diferencias
estadisticas significativas a los clones restantes y el clon que menos raices
produjo fue el 'CEMSA 74-6329' con promedio de 3,95 raices por vitroplantas.
Como es conocido la calidad de la vitroplanta en el momento del trasplante tiene
un efecto marcado en los porcentajes de sobrevivencia de las plantulas en

condiciones ex vitro.
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Media con letras desiguales difieren para p<0,05 segun décima de Dunnett’C

Figura 4. Respuesta del numero de hojas activas de las vitroplantas durante el

séptimo subcultivo en la Biofabrica.

8 73a

Altura (cm)

LU [ |
INIVITY93-4 CEMSA 74-6329 CMC-40 INIVITY 80+1

ES + 0,25* CV(%) = 8,68

(0]

Medias con letras desiguales difieren para p<0,05 segun docima de Tukey
Figura 5. Respuesta de la altura (cm) de las vitroplantas durante el séptimo

subcultivo en la Biofabrica.
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Figura 6. Respuesta del nimero de raices de las vitroplantas durante el séptimo
subcultivo en la Biofabrica,

Por otra parte, se encontr6 que durante este sucultivo (séptimo) el coeficiente de
multiplicacion para los cuatro genotipos estudiados fue superior a 2,0 (Tabla 3), y
ademas, el mayor fue obtenido por el clon 'INIVIT Y 80+1' (2,7) sin diferencias
estadisticas significativas con los del clon 'INIVIT Y 93-4' (2,5), pero si con los dos

clones restantes.

Tabla 3. Coeficiente de multiplicacién alcanzado por las vitroplantas de yuca
durante el séptimo subcultivo en la Biofabrica.

Clones Coeficiente de multiplicacion Media de rango
‘INIVIT Y 93-4’ 2,5 44,00ab
‘CEMSA 74-6329’ 2,1 30,00bc
‘CMC-40’ 2,0 27,83c
‘INIVIT Y 80+1’ 2,7 47,63a
Kruskal-Wallis (KW) 15,96
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4.4. Aclimatizacion de las vitroplantas. Efecto del uso del cobertor.

Obtener un alto porcentaje de sobrevivencia durante la fase de aclimatizacion es
importante para reducir el costo de la produccion de vitroplantas y ademas
necesario para garantizar el éxito en la adopcion de la metodologia por las
Biofabricas. Al respecto, se encontré un efecto marcado de las combinacién clon-
meétodo de aclimatizacién ya que los mejores resultados en cuanto a la variable
porcentaje de sobrevivencia fueron alcanzados cuando se utilizé el clon ‘CMC-40’
(94,30%) vy las vitroplantas fueron cubiertas con el cobertor durante sus primeros
dias en condiciones ex vitro (Tabla 4), con diferencias estadisticas significativas al
resto de las combinaciones. Los resultados obtenidos en esta investigacion
demostraron que para la aclimatizacion de la yuca se requiere mantener una alta
humedad relativa durante los primeros diez dias después del trasplante para lograr
mayor éxito en esta fase. Otro factor importante lo constituye la calidad de la
vitroplanta al momento del trasplante ya que la calidad del material vegetal in vitro
tiene gran influencia en el porcentaje de supervivencia ex vitro. También, se
encontré una marcada influencia del genotipo ya que el clon ‘CMC-40" mostré el
mayor porcentaje de sobrevivencia (92,15%) con diferencias estadisticas
significativas a los tres clones restantes (Tabla 5). En general, para la fase de
aclimatizacion de las vitroplantas de yuca micropropagadas se observé que con el
empleo del cobertor (cAmara humeda) se incrementaron los porcentajes de
sobrevivencia hasta el 87,51% con relacion a un 75,79% cuando no se aplicé el
cobertor (Tabla 6). Gallardo et al. (2002) durante la fase de aclimatizacion de la
variedad de papaya 'IBP 42-99' obtuvieron resultados similares cuando cubrieron
las plantulas individualmente con frascos de vidrio (250ml) durante cuatro
semanas y con ello garantizaron que durante los periodos de riego s6lo se
humedeciera el sustrato y se mantuviera la humedad con lo cual aumentaron los

porcentajes de sobrevivencia de las plantulas.
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Tabla 4. Resultados obtenidos para la variable supervivencia en fase de

aclimatizacion para las combinaciones clon-método de aclimatizacion.

Tratamientos Supervivencia Media de rango
‘CEMSA 79-6329’ - Cobertor 82,14 14,00 e
‘CEMSA 79-6329’ -Tradicional 82,14 25049
‘INIVIT Y-93-4’ - Cobertor 85,70 18,50 d
‘INIVIT Y-93-4" - Tradicional 75,00 6,50 f
‘INIVIT-80+1’ - Cobertor 87,90 22,50 c
‘INIVIT-80+1" - Tradicional 81,00 11,00 e
‘CMC-40’ - Cobertor 94,30 30,50 a
‘CMC-40’ - Tradicional 90,00 26,50 b

KW= 30,40**

Tabla 5. Resultados obtenidos para la variable supervivencia en fase de

aclimatizacién para los clones (independientemente del Método).

Tratamientos Supervivencia Media de rango
‘CEMSA 79-6329’ 69,64 8,25d
‘INIVIT Y-93-4’ 80,35 1250 c
‘INIVIT-80+1 84,45 16,75 b
‘CMC-40’ 92,15 28,50 a
KW= 20,75**

Tabla 6. Resultados obtenidos para la variable supervivencia de las vitroplantas

con los dos métodos de aclimatizacién (independientemente de los clones)

Tratamientos Supervivencia Media de rango
Método con Cobertor 87,51 21,38 a
Método Tradicional 75,79 11,63 b
U de Mann-Whitney 50,00**

En general, se observd que las vitroplantas sembradas en el area de
aclimatizaciéon con el nuevo método (Figura 7) a los 25 dias mostraron un
desarrollo uniforme y altos porcentajes de supervivencia (Figura 8), ademas a los
45 dias del trasplante las vitroplantas de yuca alcanzaron 12,0 cm de altura y mas
de 5 hojas activas lo cual garantiza su transferencia a campo (Figura 9). Los

clones micropropagados contintan su desarrollo bajo las condiciones de la fase de
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aclimatizacién y pueden ser utilizados para otras estrategias de propagacion no
convencional (Figuras 10, 11, 12 y 13) con el objetivo de garantizar la produccion
de una mayor calidad y cantidad de semilla que pueda garantizar su insercioén en
el Esquema de Produccion de Semilla Certificada de yuca en la provincia de

Cienfuegos.

Figura 7. Aclimatizacion de las vitroplantas con el uso del cobertor (nuevo

meétodo).
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Figura 8. Supervivencia de las vitroplantas a los 25 dias del trasplante cultivo con

el uso del cobertor (nuevo método).
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Figura 9. Vitroplantas del clon ‘CEMSA 74-6329’ lista para plantar en campo a los
45 dias de transplante.
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Figura 11. Vitroplantas del clon ‘INIVIT Y 80+1’ a los 90 dias de aclimatizadas.
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Figura 13. Vitroplantas del clon ‘CMC-40’ a los 90 dias de aclimatizadas.
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Conclusiones

. CONCLUSIONES

. Se logré implementar la micropropagacion de la yuca en la Biofabrica de
Cienfuegos a partir de 4 clones comerciales donde se adquirieron los manejos
y habilidades para obtener coeficientes de multiplicacion y que las pérdidas por
contaminaciones se encuentren dentro del rango permisible para estas
entidades.

No fue factible utilizar el G1 como esterilizante quimico para la
microprpagacion de la yuca.

. Se incrementaron los porcentajes de supervivencia al aplicar el nuevo método

de aclimatizacion, mediante el empleo de cobertores como camara hiumeda.
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Recomendaciones

6. RECOMENDACIONES

e Consolidar la micropropagacion de la yuca en la Biofabrica de Cienfuegos y

aplicar estos resultados en otras entidades de su tipo.
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