L7 N

7\l

.

Universidad Nacional del Nordeste
Facultad de Ciencias Agrarias

Maestria en Produccion Vegetal

“Micropropagacioén de cultivares de mandioca
(Manihot esculenta Crantz) de interés

para Argentina”.

Tesista:

Bidloga Maria Inés Cavallero

Director: Ing. Agr. Luis A. Mroginski

Co-director: Dr. Ricardo D. Medina



PREFACIO

Esta tesis es presentada como requisito para el otorgamiento del grado
académico de Magister en Produccion Vegetal de la Universidad Nacional del
Nordeste. La misma contiene los resultados obtenidos en las investigaciones
realizadas en el Laboratorio de Cultivos in vitro de Tejidos Vegetales del Instituto
de Botanica del Nordeste (IBONE), Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad
Nacional del Nordeste, bajo la direccion del Ing. Agr. Luis A. Mroginski y la
codireccion del Ing. Agr. Ricardo D. Medina.

La tesis esta dividida en 5 capitulos:

El Capitulo 1 contiene un marco general que incluye aspectos basicos de la
mandioca (Manihot esculenta Crantz), su cultivo, usos, potencialidades y limitantes,
asi como los antecedentes con respecto a las técnicas de cultivo de tejidos
empleadas en esta especie. Se presentan ademas la descripcion del problema de

estudio, la hipétesis y los objetivos.

El Capitulo 2 aborda el establecimiento in vitro y la regeneraciéon de plantas
de mandioca por organogénesis, evaluando la respuesta de diferentes cultivares
utilizados en Argentina. Ademas se evalla el efecto de distintas citocininas con
respecto a la regeneracion de plantas y a la produccion de mdltiples vastagos.
Finalmente se estudia la respuesta de los segmentos uninodales de mandioca a la

encapsulacion, como otra estrategia de micropropagacion.

El Capitulo 3 plantea la regeneraciébn de plantas por embriogénesis
somatica, evaluando la capacidad embriogénica de diferentes cultivares de interés
para Argentina. Ademas, con un cultivar de mandioca que present6 el mayor indice
de embriogénesis (EC 118), se evalta el efecto de diferentes reguladores de
crecimiento vegetal, fuentes carbonadas, tipos de explantes y tiempos de

incubacioén sobre la embriogénesis somatica en mandioca.

El Capitulo 4 aborda la aclimatizacion de las plantas de mandioca
producidas in vitro utilizando diferentes sistemas (sustratos e hidroponia) y su
produccion a campo comparando con el sistema de plantacion tradicionalmente

utilizado.
El Capitulo 5 expresa las conclusiones generales de la tesis.

Al final del manuscrito se encuentra la bibliografia citada en el texto.
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RESUMEN

Esta tesis tuvo como objetivo establecer procedimientos para la micropropagacion de
clones de mandioca (Manihot esculenta Crantz) cultivados en Argentina, mediante

organogénesis y embriogénesis somatica.

Se realizé la introduccién, regeneracion y multiplicacion de 28 clones de mandioca, en
medio MS adicionado con 0,01 mg.I* de ANA + 0,01 mg.I"* de BAP + 0,1 mg.I" de AGs.

Se evaluo el efecto de diferentes citocininas sobre la morfogénesis caulinar y radical de
mandioca. Los resultados mostraron que la adicion de 1 mg.I* de BAP al medio MS
favorecio la produccién de mdltiples vastagos, mientras que 2iP y CIN promovieron la

regeneracion de plantas en menor tiempo.

Por otra parte, se evalud el crecimiento de segmentos uninodales encapsulados en
alginato de calcio sélo o combinado con el medio MS y reguladores de crecimiento
vegetal. Las cdpsulas de alginato de calcio no impidieron el crecimiento de las plantas.
Los mejores resultados se obtuvieron cuando los segmentos encapsulados sélo con
alginato de calcio se cultivaron sobre el medio MS sélo o adicionado con ANA, BAP y
AGs.

Se evalud el potencial embriogénico de 33 clones de mandioca cultivados en Argentina
y un clon colombiano a modo de control, registrandose embriones soméaticos en 30
clones; embriones germinados en 16 y plantas regeneradas en 9 de ellos, siendo el

clon EC 118 uno de los de mejor desempefio.

Se observo un importante efecto del genotipo en el desarrollo in vitro de las plantas de

mandioca, tanto a nivel de organogénesis como de embriogénesis somatica.

Se evaluo el efecto del tipo de explante, las auxinas, la fuente de carbono y el tiempo
de induccién sobre el clon EC 118. Se observo que los apices caulinares y las yemas
axilares produjeron respuestas similares. Las auxinas que produjeron mayor indice de
embriogénesis fueron 2,4-D y Picloram. Los mejores resultados se obtuvieron al utilizar
glucosa como fuente de carbono. Con respecto al tiempo de induccion, los apices
caulinares requirieron menos tiempo en medio de induccion (10 dias), mientras que las
yemas axilares incrementaron su respuesta embriogénica al aumentar el tiempo de

induccion.

Se estudiaron diferentes sistemas para aclimatizar las plantas micropropagadas. Los
mejores resultados se obtuvieron con las plantas aclimatizadas con sustrato comercial

0 mediante un sistema hidropénico en solucion nutritiva de Arnon y Hoagland.



ABSTRACT

The aim of this thesis was to develop organogenesis and somatic embryogenesis
procedures for the micropropagation of Argentinian cassava clones (Manihot

esculenta Crantz).

Twenty eight clones were successfully established, regenerated and multiplied in
MS medium with 0.01 mg.I" ANA + 0.01 mg.I* BAP + 0.1 mg.I"* AGs.

The effect of cytokinine on cassava shoot and root development was assayed. The
results showed that 1 mg.I"* BAP added to the MS medium improved multiple shoot
formation while the addition of 2iP and KIN improved the plant regeneration in a

short period of time.

The growth of uninodal segments encapsulated in calcium alginate, alone or with
MS medium and plant growth regulators was evaluated. The capsule did not
prevent the shoots growth. The best results were obtained when the uninodal
segments encapsulated only with calcium alginate were cultured on MS alone or
added with ANA, BAP and AG..

The embryogenic potential of 33 Argentinian cassava clones and a Colombian one,
used as a control, was evaluated. Thirty clones produced somatic embryos.
Embryos germination was achieved in 16 clones while regenerated plants were

obtained in 9 of them. EC 118 was one of the best clones.

Genotype had an important effect on the in vitro development of cassava plants, as

regards organogenesis and somatic embryogenesis.

The effects of type of explant, auxins, carbon source and induction time on
embryogenic response was assayed in clone EC 118. Shoots and buds produced
similar responses. 2,4-D and Picloram were the auxins that produced the highest
embryogenic index. The best results were obtained using glucose as carbon
source. As regards induction time, the experiments showed that shoots require less
induction time (10 days) than buds which increase their embryogenic response with

higher induction time.

Different acclimatization systems were studied for the micropropagated plants. The
best results were obtained when the plantlets were acclimatizated with a
commercial substrate or in an hydroponic system with Arnon and Hoagland nutritive

solution.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

1.1. Biologiadela mandioca

La mandioca (Manihot esculenta Crantz) es un arbusto perenne, diclino
monoico y de ramificacién simpodial, cultivado principalmente por la produccién de
raices tuberosas que almacenan almidén. Pertenece, junto a aproximadamente
7.200 especies, a la familia Euphorbiaceae, (Ceballos y de la Cruz, 2002). Dentro
de esta familia, el género Manihot comprende 98 especies de origen americano, de
las cuales la mandioca es la de mayor importancia econémica (Jennings, 1995;
Ceballos y de la Cruz, 2002). Todas las especies estudiadas dentro de este género
poseen 2n=36 cromosomas (Rogers y Appan, 1973; Dominguez et al., 1983; Bai et
al., 1993) y pueden cruzarse entre si, aungque existen evidencias que indican que

en la naturaleza se encuentran reproductivamente aisladas (Jennings, 1995).

El género Manihot presenta la mayor diversidad en dos areas, una al NE de
Brasil, considerada el principal centro diversidad, y otra al SO de México (Jennings,
1995). La mandioca es nativa de América del Sur (Olsen y Schaal, 2001),
comprendiendo un amplio rango de habitats, desde el suroeste de Estados Unidos
(33° Norte) hasta la Argentina (33° Sur) (Rogers y Appan, 1973).

Las plantas de mandioca miden entre 1 y 5 metros de altura, aunque
generalmente no exceden los 3 metros. Sus hojas son pecioladas y simples;
poseen una lamina foliar palmada, con 3 a 9 l6bulos, siendo los centrales de mayor
tamafio que los laterales. Las hojas maduras son glabras y presentan la cara
adaxial cubierta por una cuticula cerosa, mientras que la cara abaxial es opaca y
posee la mayoria de los estomas (Dominguez et al., 1983). Los tallos son
particularmente importantes ya que son el medio utilizado para la multiplicacion
vegetativa de este cultivo (Ceballos y de la Cruz, 2002). El tallo maduro es
cilindrico, con un didmetro de 2 a 6 cm. Tanto el diametro como el color varian con
el cultivar y la edad de la planta. Los tallos primarios, luego de cierto tiempo,

producen ramificaciones que pueden ser vegetativas o reproductivas (Fig. 1.1).



Fig. 1.1: Planta de mandioca (Manihot esculenta Crantz) (Ekanayake et al., 1997).
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Las flores masculinas y femeninas se encuentran en la misma planta. Las
flores masculinas son mas pequefias y numerosas y se abren 1 0 2 semanas mas
tarde que las flores femeninas de la misma inflorescencia (Dominguez et al., 1983).
Por tal motivo la polinizacion es principalmente cruzada, explicando el elevado
nivel de heterocigosis detectado en la mandioca (Alves, 2002). Las flores son
sencillas, tienen un perianto compuesto por cinco tépalos cuyo color varia
dependiendo del cultivar. Los granos de polen se producen en poca cantidad, son
grandes, esféricos y pegajosos, lo que facilita la polinizacion entomofila (Ceballos y
de la Cruz, 2002). Los frutos son cpsulas dehiscentes, triloculares, de 1 a 1,5 cm
de diametro con seis aristas longitudinales. La semilla es elipsoidal, carunculada,

de testa lisa y color café con moteado gris (Dominguez et al., 1983) (Fig. 1.2 A-D).

El sistema radical de la planta de mandioca presenta una baja densidad de
raices que penetran profundamente en el suelo, lo que le otorga mayor resistencia
a los periodos de sequia. Se caracteriza por poseer tanto raices fibrosas como
tuberosas. Las raices fibrosas pueden alcanzar hasta 2,5 metros de profundidad,
permitiéndole a la planta absorber agua y nutrientes, capacidad que pierden al
transformarse en raices tuberosas. Las raices tuberosas se forman por el
engrosamiento secundario de las raices fibrosas y presentan formas y tamarfos
muy variables, dependiendo tanto de la variedad como de las condiciones
ambientales. Su distribucién en el suelo esta determinada tanto por factores
genéticos como culturales (Dominguez et al., 1983; Wheatley y Chuzel, 1993;
Ceballos y de la Cruz, 2002). Estas raices tienen la capacidad de almacenar en
forma de almidén mas del 80% de su peso seco, lo que las transforma en los

organos de mayor valor econémico (El-Sharkawy, 2003) (Fig. 1.2 E).

El efecto de la interaccion variedad - ambiente es muy notable en el caso de
la mandioca y determina que la arquitectura tipica de una variedad en un ambiente
especifico cambie drasticamente cuando es plantada en un ambiente diferente, lo
qgue dificulta la descripciébn morfolégica de la especie, asi como la descripcion

varietal (Dominguez et al., 1983; Ceballos y de la Cruz, 2002).

El cultivo de mandioca es altamente productivo en climas célidos,
especialmente en las tierras bajas de los tropicos, donde presenta una elevada
eficiencia fotosintética (El-Sharkawy, 2003), aunque también puede producir bien
en condiciones climaticas y edéaficas adversas (Connor et al., 1981), adaptandose a
diferentes regimenes pluviométricos y tolerando prolongados periodos de sequia y
suelos &cidos y degradados, siempre que la temperatura media anual supere los
20°C (Puonti-Kaerlas, 1998; El-Sharkawy, 2003).



En este sentido, es importante destacar que la mandioca es una de las
especies mas eficientes con respecto a la produccion de almidon; con rendimientos
de hasta 80 t/ha/afo en condiciones experimentales, siendo su potencial similar al
del maiz (Zea mays L.), la cafia de azlcar (Saccharum officinarum L.), el sorgo
(Sorghum spp) y el arroz (Oryza sativa L.) (Mejia de Tafur, 2002; El-Sharkawy,
2003). Sin embargo, generalmente se la produce bajo condiciones subdptimas, y
es en éstas condiciones donde su potencial de rendimiento supera a los demas
cultivos, presentando una mayor eficiencia en la conversion de energia por
hectarea. Por este motivo, se sostiene que la mandioca tiene la habilidad de
producir bajo condiciones en las cuales otros cultivos ni siquiera prosperan (Scott
et al., 2000; Mejia de Tafur, 2002).

Algunas de las caracteristicas morfologicas y fisiolégicas que le permiten a
esta especie producir en ambientes adversos son: su capacidad para reciclar parte
del CO, respiratorio en presencia de luz y la ubicacion de la mayoria de los
estomas en la cara abaxial de las hojas. Ademas, la mandioca presenta un ciclo
fotosintético intermedio entre las plantas C; y C4, aunque sin la tipica anatomia
Krantz (El-Sharkawy y Cock, 1990). A bajas temperaturas prevalece el ciclo Cs,
mientras que a temperaturas mas elevadas lo hace el ciclo C,, debido a una mayor

actividad de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (El-Sharkawy, 2003).

Por otra parte, este cultivo presenta una elevada eficiencia en el uso del
agua con respecto a otras especies, lo que le otorga una ventaja comparativa en
condiciones de sequia (Mejia de Tafur, 2002). Una ventaja mas con respecto a
otros cultivos es la flexibilidad en relacién a la época de plantacion y cosecha (El-
Sharkawy, 2003), lo que le confiere una alta adaptabilidad a gran variedad de

ecosistemas.



Fig. 1.2: Detalle de Manihot esculenta Crantz: (A) Flor masculina; (B) Flor

femenina; (C) Fruto; (D) Semilla; (E) Sistema radical (Dibujos extraidos de
Ekanayake et al., 1997).
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1.2. Importancia del cultivo

La mandioca es un cultivo de gran importancia socioeconémica, ya que
constituye el alimento basico en la dieta de mas de 1000 millones de personas en
aproximadamente 90 paises tropicales y subtropicales de Africa, Asia y
Latinoamérica (FAO/FIDA, 2000). Ocupa el sexto lugar a nivel mundial como
recurso alimenticio y constituye la cuarta fuente méas importante de energia
alimentaria para los paises en desarrollo, después del arroz, el maiz y la cafa de
azucar (FAO/FIDA, 2000; Mejia de Tafur, 2002; El Sharkawy, 2003; FAO, 2008),

siendo en muchos de ellos, ademas, la fuente de energia mas econdémica.

Si bien en las dos ultimas décadas, debido a su creciente importancia a
nivel industrial, la mandioca comenzé a posicionarse como un cultivo de renta en
paises de Asia, Africa y Latinoamérica (Janssen, 1986; Konjing, 1989; Nweke et
al., 1994; Escobar et al., 2006), la mayor parte de la produccién contindia siendo
realizada por pequefios agricultores, generalmente en areas agricolas marginales
(Ceballos, 2002). Las unidades tipicas de produccion y procesamiento a pequefia
escala requieren relativamente pocos insumos de capital, pero son altamente
intensivas en cuanto al uso de mano de obra. Esto es deseable, sobre todo en
comunidades rurales con altos niveles de desempleo o subempleo. Para estos
productores el cultivo de la mandioca es vital, ya que contribuye tanto a su
alimentacién como a la generacién de ingresos (Buitrago, 1990; Puonti-Kaerlas et
al., 1999).

La flexibilidad con respecto al momento de plantacién y cosecha posiciona
a la mandioca como un cultivo sumamente importante en el marco de las
estrategias de seguridad alimentaria, ya que es posible realizar cosechas parciales,
permitiendo que el resto de las plantas continden creciendo y sean cosechadas
cuando se lo requiera (Puonti-Kaerlas, 1998; Puonti-Kaerlas et al., 1999; lhemere,
et al., 2006). Ademas, debido a esa flexibilidad y a que el procesamiento se realiza
principalmente en la estacién seca, los mayores requerimientos de mano de obra
para este cultivo se presentan en los periodos de minimo requerimiento de las

demas labores agricolas (Buitrago, 1990).

A nivel mundial, en el afio 2007 se produjeron 214 millones de toneladas de
raices tuberosas de mandioca, siendo Africa responsable del 50% de la
produccion, Asia del 30% y América Latina del 20% restante (FAO, 2009). En la
Argentina se producen 200.000 toneladas anuales, con un rendimiento promedio

de 12 toneladas de raiz fresca por hectarea y un rendimiento potencial de 40 t/ha.



Las provincias productoras, en orden de importancia, son: Misiones (76%),
Formosa (12%), Corrientes (10%) y Chaco (2%), siendo un cultivo realizado
principalmente por pequefios productores y a escala familiar. (De Bernardi, 2001).

En las ultimas décadas, la produccion de mandioca ha crecido a ritmo
constante, debido al aumento del area cultivada y a la introduccion de variedades
nuevas con alto rendimiento (Puonti-Kaerlas, 1998). El aumento de la superficie
cultivada, especialmente en Africa, es una respuesta a la escasez, el hambre y la
sequia, confirmando de este modo la importancia de la mandioca como un cultivo
bésico en las estrategias de seguridad alimentaria (lhemere, et al., 2006; FAO,
2008).

1.3. Usos

La mandioca se caracteriza por una gran diversidad de usos. Se cultiva
principalmente por sus raices amildceas, aunque en algunas zonas se utiliza
ademas el follaje, al momento de cosechar las raices (Ceballos, 2002).
Aproximadamente el 70% de la produccién mundial de raices se destina para el
consumo humano, ya sea fresca o procesada de diferentes maneras. El 30%
restante se utiliza en la alimentacion animal o en la elaboracion de mas de 300
productos industriales, tales como almiddén o subproductos de éste como: gomas,
dextrinas, glucosa, dextrosa y alcohol (Balagopalan, 2002; Ceballos, 2002; El-
Sharkawy, 2003).

Los patrones de uso de la mandioca varian ampliamente de una region a
otra. En las zonas de minifundio y en el caso de cultivos de subsistencia, las raices
se usan principalmente como un producto basico en la alimentacion a nivel local y
en menor escala se destinan a la produccion de almidén. En las zonas donde
predomina la produccién comercial, las raices se transportan en forma fresca hacia
los centros de consumo o se procesan localmente para la obtencién de harinas o
almidén (Buitrago, 1990).

Las raices tuberosas constituyen el valor econémico més importante del
cultivo de mandioca. Su valor nutricional es principalmente cal6rico, siendo su
contenido de proteinas, minerales y vitaminas generalmente bajo (Yeoh y Truong,
1996; Sanchez y Alonso, 2002; Balagopalan, 2002). Sin embargo, las grandes
diferencias en el contenido de proteinas (0,95% a 6,42%) detectadas en 149
accesiones sugieren que una considerable proporcion de las mismas tendria bases

genéticas, existiendo excelentes posibilidades de incrementar el contenido de

7



proteinas en las raices de mandioca, utilizando técnicas tradicionales de

mejoramiento genético (Ceballos et al., 2005).

El principal componente de la materia seca de la raiz es el almidon, que
representa el 96% de los carbohidratos presentes. Aunque actualmente se han
reportado variedades colectadas en la Amazonia, caracterizadas por una mayor
concentracion de glucosa (Carvalho et al., 2004) en unos casos y de carotenoides
en otros (Iglesias et al., 1997).

Las hojas poseen un importante contenido nutritivo, con elevados niveles
proteicos, que varian en los diferentes cultivares entre 18 y 22% en base seca
(Buitrago, 1990). Particularmente, las hojas tiernas presentan buena disponibilidad

de minerales y vitaminas, especialmente carotenos y vitamina C.

Tanto las raices como las hojas de las diferentes variedades de mandioca
presentan concentraciones variables de glucésidos cianogenéticos, razén por la
cual requieren una preparaciéon bastante laboriosa, para garantizar que su

consumo sea seguro (Puonti-Kaerlas et al., 1999; Ceballos, 2002).

1.4. Principales problemas y limitantes del cultivo

A pesar de su enorme potencial productivo, su destacable adaptacion a una
gran diversidad de ambientes, su reconocida tolerancia a ciertos factores biéticos y
abioticos adversos para la produccién y su diversidad de usos, la mandioca no ha
logrado desarrollar plenamente todo su potencial. Esto se debe, entre otras
causas, a las practicas agricolas inadecuadas, al ataque de plagas y
enfermedades que a nivel mundial pueden causar pérdidas del 20 al 50% y a nivel
local pueden conducir a la pérdida total del cultivo (Puonti-Kaerlas, 1998) y a la
escasez de material de propagacion certificado (Lépez, 2002; Bellotti et al., 2002).
Otros problemas, aun no resueltos, son la baja concentracion de proteinas en las
raices, el rapido deterioro poscosecha de las mismas y su naturaleza
cianogenética (Puonti-Kaerlas, 1998; Siritunga, 2002; Ceballos y de la Cruz, 2002;
Ihemere, 2003).

1.4.1. Deterioro postcosecha de las raices

El deterioro postcosecha que sufren las raices es una limitante importante
para su comercializacion como producto fresco. Si bien las raices de mandioca

pueden mantenerse en la planta durante afios, una vez cosechadas deben
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procesarse rapidamente para evitar su deterioro. El deterioro fisiol6gico comienza
generalmente a las 24 horas y es seguido, entre los cinco a siete dias, por un
deterioro secundario causado por microorganismos, lo que las torna inaceptables
tanto para uso humano como animal o industrial (Puonti-Kaerlas, 1998; Siritunga,
2002; Sanchez y Alonso, 2002).

1.4.2. Cianogénesis

Otro problema importante en este cultivo, es la presencia de cantidades
variables de glucésidos cianogenéticos (linamarina y lotaustralina) en la totalidad
de la planta, con excepcion de las semillas (Siritunga, 2002). Estos compuestos se
hidrolizan cuando los tejidos vegetales son dafiados y producen &cido cianhidrico,

en dosis que pueden ser desde inocuas hasta mortales (Puonti-Kaerlas, 1998).

Dependiendo de los niveles de glucésidos cianogenéticos presentes, se las
clasifica en mandiocas dulces, de bajo potencial cianogénico (menos de 50 mg de
acido/kg de raiz) y mandiocas bravas o amargas, con elevado potencial
cianogénico (mas de 50 mg de A&cido/kg de raiz). Estas Ultimas no son
recomendables para el consumo humano (Dominguez et al., 1983; Ceballos y de la
Cruz, 2002).

1.4.3. Escasez de material de propagacion

La mandioca es una especie diclino monoica, de polinizacién cruzada, ya
que las flores femeninas de un racimo se abren antes que las masculinas
(protoginia), por lo que cada individuo presenta un alto grado de heterocigosis
(Dominguez, et al., 1983; Alves, 2002; Ceballos y de la Cruz, 2002). Esta es una
de las principales razones por las que el cultivo de mandioca es tradicionalmente
propagado en forma agamica, mediante estacas caulinares (Cock, 1989; Lépez,
2002; El-Sharkawy, 2003).

Un inconveniente de la propagacion vegetativa convencional es que facilita
la rdpida diseminacion de enfermedades, lo cual afecta la calidad y cantidad del
material de plantacion y por lo tanto, el rendimiento del cultivo (Puonti-Kaerlas,
1998; Bellotti et al., 2002). A ésto se suma la baja tasa de multiplicacion (Lopez,
2002), ya que una planta desarrollada es capaz de producir solamente unas 10 a
20 estacas por afio (Roca, 1984; Smith et al., 1986), dificultando la multiplicacion y

difusion de nuevos cultivares y constituyendo un serio obstaculo para los planes de



mejoramiento genético que usualmente requieren de la rapida multiplicacién de
nuevas lineas. Se debe destacar que el cultivo de estacas de uno y dos nudos en
invernaculo ha permitido aumentar considerablemente esos valores, aunque
contindan siendo muy inferiores a los obtenidos por las técnicas de multiplicacion in
vitro (Smith et al., 1986; Roca et al., 1991).

Otros problemas que debe enfrentar la propagacion convencional de
mandioca son: el bajo potencial de almacenamiento de las ramas estaqueras, que
se deterioran por deshidratacion, pérdida de reservas por brotacién y ataque de
plagas y patdgenos; el costo de la manipulacion y transporte de las ramas
estaqueras Yy la falta de sistemas organizados que faciliten el abastecimiento a los

productores con material de plantacion de calidad (Lépez, 2002).

Ante esta situacion, se plantea como alternativa la propagacién de
mandioca mediante el cultivo in vitro, cuyo potencial supera ampliamente el de las
técnicas convencionales y las técnicas mejoradas (en invernaculo), permitiendo
multiplicar los clones seleccionados para producir material libre de virus y
enfermedades, ya sea para intercambio de germoplasma, para uso como “semilla
basica” o para propagar masivamente los clones élite, posibilitando su transplante

directamente a campo (Roca et al., 1991).

En este contexto, la biotecnologia y dentro de ella el cultivo de tejidos,
pueden contribuir a la solucién de estos problemas beneficiando tanto a los

productores como a los consumidores (Fregene et al., 2002).

1.5. Propagacion de mandioca mediante cultivo in vitro de tejidos

El cultivo in vitro de tejidos vegetales hace referencia al crecimiento y
multiplicacién de células, tejidos y 6rganos de plantas en medios definidos, en
condiciones asépticas y en ambiente controlado. Desde el punto de vista de su
aplicacién en la agronomia, el cultivo de tejidos brinda herramientas muy valiosas
para: 1) la propagacion masiva y rapida de plantas selectas (micropropagacion); 2)
la produccion y bioconversion de compuestos Utiles; 3) el incremento de la
variabilidad genética; 4) el saneamiento de plantas y 5) la conservacion e
intercambio de germoplasma. La mayoria de estas aplicaciones, asi como la
obtencion de plantas mejoradas mediante técnicas de ingenieria genética y
biotecnologia requieren del desarrollo de sistemas in vitro que permitan la

regeneracion de plantas completas como producto final (Mroginski y Roca, 1991).
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Una de las aplicaciones mas importantes es la micropropagacion, que
segun Murashige (1974) se lleva a cabo mediante tres pasos fundamentales: 1) el
establecimiento aséptico del cultivo, 2) su multiplicacion y 3) el enraizamiento
previo a la preparacién para su transplante al suelo.

La regeneracion de plantas en sistemas in vitro, ocurre por dos vias: una
via organogénica y una via embriogénica, basadas en el principio de
totipotencialidad enunciado por Haberlandt (1902). Cuando se brinda el estimulo
adecuado, las células somaticas pueden formar embriones somaticos, raices o
vastagos. Los tres patrones de regeneracibn muestran similitudes, ya que
atraviesan tres fases andlogas: una primera fase de desdiferenciacion, durante la
cual los tejidos adquieren la competencia para responder al estimulo embriogénico
u organogénico. Esta fase puede involucrar un periodo de crecimiento del callo si la
regeneracion es indirecta. En cambio cuando es directa, los tres patrones de
regeneracion se inician a partir de las células de los distintos tejidos. Luego hay
una fase de induccién, durante la cual las células son determinadas para formar
6rganos especificos, ya sea, raices, vastagos o embriones somaticos. Por dltimo
ocurre una fase de expresion, donde se produce el desarrollo y crecimiento de un

6rgano determinado (raiz o vastago) o de un embrién (De Klerk et al., 1997).

El proceso de regeneraciéon de plantas, ya sea por via organogénica o

embriogénica, es afectado por diferentes factores (Villalobos y Thorpe, 1991):

a- El explante: afecta la regeneracion de acuerdo al tipo de tejido u 6rgano (hojas,
yemas, meristemas, embriones, cotiledones, anteras, polen, etc) y al estado de
desarrollo del tejido (juvenil o maduro) de donde fueron extraidos (Vila, 2006).
El tamafio es otro factor a considerar, ya que en general, cuanto menor es el
tamarnio del explante a partir del cual se quiere regenerar una planta, mayor es

la complejidad del medio que se debe utilizar (Mroginski y Roca, 1991).

b- El estado fisiolégico de la planta dadora de explantes: influye significativamente

en la capacidad morfogenética del explante (Villalobos y Thorpe, 1991).

c- El medio de cultivo: Gamborg et al., (1976), sostienen que el éxito en el cultivo
de tejidos depende de la seleccion del medio de cultivo, incluyendo su
composicion quimica y su forma fisica (sélido o liquido). Existen innumerables
formulaciones, cada una de las cuales contiene entre 15 y 35 compuestos
guimicos que suministran: carbono, nutrientes minerales, vitaminas, sustancias

reguladoras del crecimiento, agentes gelificantes (en los medios semisélidos) y
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otros componentes, entre los que se encuentran complejos naturales de

composicion indefinida (Mroginski y Roca, 1991).

d- Las condiciones fisicas de incubacion: entre ellos: la forma fisica del medio de
cultivo (semisélidos o liquidos), el pH, la humedad, la luz (intensidad, cantidad
de horas de luz y calidad), la temperatura y el medio gaseoso (Vila, 2006).

1.5.1. Organogénesis in vitro

La organogénesis comprende la formacion y desarrollo in vitro de 6érganos
tales como raices y vastagos a partir de un explante (Minocha y Jain, 2000), ya sea
en forma directa o indirecta (Litz y Jarret, 1991). Dado que los O6rganos
regenerados son unipolares, se requieren dos etapas de induccién organogénica
diferentes para regenerar una planta completa (una para inducir la caulogénesis y

otra para inducir la rizogénesis) (Phillips, 2004).

La organogénesis en mandioca ha sido obtenida principalmente a partir del
cultivo de: meristemas apicales (Kartha, et al., 1974; Rey y Mroginski, 1978; Roca,
1984), segmentos uninodales con yemas axilares (Roca, 1984; Konan et al.,
1994a; 1997; Pedroso de Oliveira et al., 2000; Albarran et al., 2003), embriones
cigoticos inmaduros (Fregene et al., 1999; Konan et al., 1994a), hojas (Mussio et
al., 1998) y cotiledones de embriones somaticos inmaduros (Li et al., 1998; Guohua
1998; Hankoua et al., 2005).

La regeneracion de plantas de mandioca a partir de meristemas apicales
combinada con la termoterapia ha resultado sumamente Util para obtener plantas
libres de ciertos organismos patégenos. Por otra parte el uso de diferentes técnicas
de cultivo in vitro que permiten la multiplicacion masiva de plantas ha facilitado la
produccion de “semilla basica” de clones seleccionados y la propagaciéon a gran

escala de clones elite para transplantar directamente a campo (Roca et al., 1991).

1.5.2. Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica, adventicia o asexual se refiere al proceso de
induccién y desarrollo de embriones a partir de células que no son producto de la
fusion de gametos (Tisserat et al., 1979). Un embridon somético es una estructura
bipolar e independiente, sin conexion vascular con el tejido que lo origind
(Ammirato, 1987). Si bien su origen es diferente, los embriones somaticos son

estructuralmente similares a los embriones cigéticos y comparten con ellos varias
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caracteristicas importantes, entre las que se encuentra su capacidad de convertirse
en plantas completas sin separacion entre las fases de enraizamiento y desarrollo
del vastago (Ammirato, 1983). Esto se debe a que al ser estructuras bipolares son
inducidas por una unica sefial (Phillips, 2004). Este proceso es considerado como
el sistema potencialmente mas eficiente desde el punto de vista de la
micropropagacion, ya que permitiria obtener cantidades virtualmente ilimitadas de
plantas (Villalobos y Thorpe, 1991). A ésto se suma la posibilidad de generar

semillas sintéticas a partir de los embriones somaticos.

En mandioca, la competencia embriogénica se restringe a los tejidos
meristematicos y embrionarios, y los embriones somaticos solo se han obtenido en
medios de cultivo adicionados con diferentes tipos y concentraciones de auxinas y
en un ndamero limitado de explantes (Puonti-Kaerlas, 1998), tales como:
cotiledones y ejes embrionarios de embriones cigéticos (Stamp y Henshaw, 1982;
1987a; Konan et al., 1994b), hojas inmaduras (Stamp y Henshaw, 1987b;
Szabados et al.,, 1987; Mathews et al.,, 1993; Raemakers et al., 1993a; 1993b;
Mroginski y Scocchi, 1993; Sofiari et al., 1997; Medina et al., 2003, Ihemere, 2003),
meristemas y apices caulinares (Stamp y Henshaw, 1987b; Szabados et al, 1987),
anteras (Mukherjee, 1995) e inflorescencias inmaduras (Woodward y Puonti-
Kaerlas, 2001). Los embriones primarios se desarrollan en embriones maduros con

cotiledones verdes y, eventualmente se convierten en plantas (Siritunga, 2002).

Ademas, ha sido posible establecer sistemas de embriogénesis somatica
ciclica, que se basan en la induccién de nuevos embriones somaticos (embriones
somaticos secundarios) a partir del subcultivo continuo de embriones somaticos
primarios en medios suplementados con auxinas (Stamp y Henshaw, 1987a;
Raemakers et al., 1993b; 1993c).

Es importante destacar que la embriogénesis somatica en mandioca es
altamente dependiente del genotipo de las plantas dadoras de explantes
(Szabados et al., 1987; Mroginski y Scocchi, 1993; Taylor et al., 1993; Medina et
al., 2003; Atehnkeng et al., 2006) y que los mayores valores de eficiencia y
conversion a planta se han obtenido en muy pocos de los casi 6000 clones de
mandioca conservados actualmente en el Banco de Germoplasma in vitro del

Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT).

13



1.5.3. Aclimatizacion de las plantas micropropagadas

La micropropagacion es muy utilizada para la multiplicacién a gran escala
de una amplia variedad de especies vegetales. Sin embargo, muchas veces ésta
aplicacion se ve restringida por el alto porcentaje de plantas que se pierden o se

dafan cuando se transfieren a las condiciones ex vitro (PospiSilova et al., 1999).

La aclimatizacion consiste en el paso gradual de las vitroplantas del
ambiente in vitro a las condiciones ex vitro y se la considera una de las fases
criticas de la micropropagacion. Las condiciones del cultivo in vitro resultan en la
formacion de plantas con caracteristicas morfologicas, anatomicas y fisiol6gicas
alteradas (PospiSilova et al., 1999) que deben revertirse durante el periodo de

aclimatizacion.

Durante esta etapa, las plantas pasan de experimentar condiciones de alta
humedad relativa y bajos niveles de intensidad luminica a los niveles
comparativamente menores de humedad relativa y mayores de intensidad luminica
presentes en el invernaculo o en el campo (Jorge et al., 2000). A esto se suman los
dafios mecanicos ocasionados a las raices (Segovia et al., 2002); la modificacion
en las condiciones nutricionales, dado que las plantas deben pasar de un estado
heterétrofo a un estado autétrofo, con diferentes niveles de nutrientes y la
modificacidon en las condiciones de asepsia, ya que en esta etapa las plantas
pueden quedar expuestas al ataque de microorganismos saprofitos y

eventualmente fitopatégenos (Grattapaglia y Machado, 1990; Vilchez et al., 2007).

Existen trabajos que reportan una elevada mortandad para la mandioca en
la etapa de aclimatizacion, pudiendo llegar al 95% si no se realiza con la tecnologia
adecuada (Segovia et al., 2002). En este sentido, los sustratos utilizados ejercen
una gran influencia en la arquitectura del sistema radical y en las asociaciones
biol6gicas que se establecen, afectando el estado nutricional y la translocacion de

agua en el sistema suelo-planta-atmésfera (De Rezende et al., 2000).

1.6. Descripcién del problema

A pesar de su gran potencial productivo y de su importancia mundial en el
marco de la seguridad alimentaria, el cultivo de mandioca presenta algunos
inconvenientes tales como la susceptibilidad al ataque de algunas plagas y
enfermedades, la duracién del ciclo de cultivo, la baja concentracion de proteinas
en las raices, su naturaleza cianogénica y su rapido deterioro postcosecha;

ademas de la escasez de material de propagacion saneado para ser plantado a
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campo. En este sentido, la biotecnologia puede aportar herramientas para
contribuir a solucionar algunos de los inconvenientes mencionados. Pero para que
ello sea posible, es necesario contar con sistemas in vitro que posibiliten la
regeneracion de plantas ya sea mediante organogénesis o embriogénesis

somatica.

Lo expuesto previamente sumado a la gran variabilidad en las respuestas
embriogénicas y organogenicas de distintos cultivares de mandioca reportadas por
diferentes autores y la escasa informacion existente sobre el potencial de
micropropagacion de los cultivares utilizados en Argentina, fundamentan la
necesidad de evaluarlos y desarrollar y/o mejorar los procedimientos que

posibiliten su regeneracion.

En este contexto, la Estacion Experimental Agropecuaria del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) El Colorado, Formosa, Argentina,
posee un banco de germoplasma ex vitro de mandioca que nuclea gran parte de
los cultivares utilizados en el NE Argentino. La creciente demanda de material de
calidad y la baja tasa de multiplicacion del cultivo por los sistemas tradicionalmente
usados, hace necesario poner a punto o desarrollar protocolos para la propagacion

a gran escala de los cultivares de mayor interés.

1.7. Hipbtesis

Es posible la regeneracion in vitro de plantas de clones de mandioca
(Manihot esculenta Crantz) cultivados en Argentina por organogénesis Yy/o
embriogénesis somatica, mediante el estudio de factores tales como: plantas

dadoras de explantes, tipos de explantes, medios de cultivo y tiempo de induccion.

1.8. Objetivos

1.8.1. Objetivo general

o Establecer procedimientos para la micropropagacion de clones de
mandioca cultivados en Argentina, mediante organogénesis y/o embriogénesis

somatica.
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1.8.2. Objetivos especificos

e Evaluar el comportamiento in vitro de clones de mandioca cultivados en la

Argentina en las etapas de establecimiento y multiplicacion.

¢ Evaluar el potencial embriogénico de clones de mandioca cultivados en la

Argentina.

o Estudiar el efecto de diferentes medios de cultivo, tipos de explante y

tiempos de induccion sobre la embriogénesis somética.

¢ Determinar las condiciones necesarias para una exitosa aclimatizacion de

las plantas de mandioca cultivadas in vitro.
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CAPITULO 2

ORGANOGENESIS EN CLONES DE MANDIOCA CULTIVADOS EN ARGENTINA

2.1. Introduccion

En los ultimos afios, ha aumentado el interés en el cultivo de mandioca,
debido a su importancia en el marco de la seguridad alimentaria de millones de
personas en Asia, Africa y Latinoamérica, sumada a la gran diversidad de usos que
pueden darse a la totalidad de la planta y a la capacidad de esta especie para
producir en un amplio rango de condiciones edafo-climaticas (Puonti-Kaerlas,
1998).

No obstante, el incremento del area de cultivo se ha visto limitado por la
escasez de material de plantacion saneado, siendo el método tradicional de
propagacion mediante estacas caulinares una de las principales causas de este
problema (Thro et al., 1999). Si bien éste es un método de propagacion sencillo y
econémico, que al mismo tiempo permite conservar las caracteristicas varietales,
presenta tasas de multiplicacion muy bajas (10 a 20 estacas por afio por cada
planta), y es un importante medio de diseminacién de plagas y enfermedades
(Roca y Jayasinghe, 1982; Roca, 1984; Garsaball y Cuevas, 2006), lo que afecta el
crecimiento y rendimiento del cultivo (Albarran et al., 2003). Por lo tanto, si se
quiere garantizar el desarrollo del cultivo de mandioca, es necesario multiplicar
plantas correspondientes a lineas mejoradas o a cultivares de interés, libres de
enfermedades y de patdégenos sistémicos, a fin de ponerlas a disposicion de los
agricultores (Smith et al., 1986; Puonti-Kaerlas, 1998; Thro et al., 1999).

La técnica mas simple para la micropropagacion in vitro de la mandioca es
el cultivo de segmentos nodales de plantas regeneradas a partir de apices
caulinares (Smith et al., 1986; Roca et al., 1991). Esta técnica permite la rapida
multiplicacion de plantas y la conservacion in vitro de diferentes variedades de
mandioca (Albarran et al., 2003). Segun Roca et al., (1991) mediante esta técnica
es posible obtener de 3 a 5 plantas por mes a partir de cada segmento nodal. Se
debe destacar que la eficiencia de la técnica varia con el genotipo, ya que algunos
clones se adaptan con mayor facilidad que otros al proceso de propagacion in vitro
(Pedroso de Oliveira et al., 2000; Albarran et al., 2003).
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Los requerimientos para lograr una multiplicacion mas rapida de clones élite
se pueden satisfacer mediante la induccion de vastagos multiples en medios con
diferentes citocininas, a partir de 4pices caulinares (Roca, 1984; Puonti-Kaerlas,
1998) o de yemas axilares (Smith et al., 1986; Konan et al., 1997). La adicioén de
altas dosis de BAP al medio de cultivo s6lo o en combinacion con bajas cantidades
de auxinas puede utilizarse para romper la dominancia apical, permitiendo de este
modo, la formacién de un cultivo en roseta con proliferaciéon de multiples vastagos
(Puonti-Kaerlas, 1998; Smith et al., 1986). Segun Roca et al., (1991) la obtencion
de multiples vastagos a partir de apices caulinares permitiria producir hasta 65 x
10" estacas en 18 meses.

La posibilidad de encapsular apices, yemas axilares o segmentos
uninodales de mandioca en alginato de calcio, complementaria las técnicas
mencionadas anteriormente, constituyendo un modo promisorio de obtener
semillas sintéticas de calidad, libres de plagas y enfermedades y en un corto
periodo de tiempo. El crecimiento del explante encapsulado puede ser promovido
mediante la adicibn a la capsula de nutrientes, fungicidas, reguladores de
crecimiento vegetal y/o microorganismos benéficos. Actualmente el concepto de
semilla sintética ha sido ampliado, consistiendo no sélo en embriones somaticos,
sino también en meristemas apicales, yemas axilares, segmentos nodales u otros
tejidos artificialmente encapsulados, que pueden ser sembrados tanto bajo
condiciones in vitro como ex vitro (Aitken-Christie et al., 1995; Rai et al., 2009). La
técnica de encapsulaciéon de brotes, yemas y apices ha sido utilizada en la
propagacion de varias especies: Manihot esculenta (Barrueto Cid et al., 2009),
Morus indica (Bapat et al., 1987), Malus pumila (Piccioni y Standardi, 1995;
Piccioni, 1997), Actinidia deliciosa, Betula pendula y Rubus spp (Piccioni y
Standardi, 1995), Musa spp (Ganapathi et al., 1992; Matsumoto et al., 1995),
Spilanthes acmella (Singh et al., 2009), Solanum melongena (Huda et al., 2007) y
Psidium guajava (Rai et al., 2008). Esta técnica ofrece posibilidades para la
propagacion a campo o en invernaculo de especies comercialmente importantes,
especies raras y/o en peligro de extincion, genotipos élite, plantas sin semilla, etc.
Ademas, el pequefio tamafio, la facil manipulacion, la disponibilidad y la
uniformidad genética favorecen su uso en el intercambio de germoplasma y en la
conservacion a corto, mediano y largo plazo (Piccioni y Standardi, 1995; Rai et al.,
2009).

Si bien los costos de produccion de las plantas aumentan con la

implementacion de estas técnicas, se cuenta con la potencialidad de producir
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grandes volumenes de plantas de calidad, cientos de veces mas rapido que con las

técnicas tradicionales y en la época del afio en que se lo requiera (Roca, 1984;

Thro et al., 1999; Ceballos, 2002).

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Material vegetal

El material vegetal utilizado consistio en diferentes clones de mandioca

(Manihot esculenta Crantz), provenientes del Banco de Germoplasma de la EEA

INTA EIl Colorado (Formosa, Argentina), detallados en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1: Procedencia y principales caracteristicas de los clones de mandioca del

Banco de Germoplasma de la EEA INTA EIl Colorado, Formosa, utilizados en los

ensayos de organogénesis.

kg/ N° Raices kg Raiz Altura | Color
Clon Procedencia Planta | Com | Desc | Com | Desc €l €l
Planta raiz

EC22 Col Drifin Pora Ctes 2,200 | 28 5 6,6 0,75 2,85 Blanca
EC107 | EEA EC Marifio 3,030 | 25 9 9,1 1,00 2,80 | Marrén
EC44 Picada Sur Javier, Mnes 3,300 | 26 11 11,1 | 1,60 2,45 Blanca
EC42 Paraje Lopez Misiones 5330 | 37 5 16 0,70 2,25 | Marrén
EC6 Monte Caseros, Ctes 2,930 17 6 8,8 0,60 3,00 Blanca
EC20 Ing. Juarez, Fsa 1,760 | 17 9 53 1,00 2,30 | Marrén
EC88 Cahuare Misiones 3,700 | 19 5 11,1 | 0,55 2,00 Marrén
EC19 Paso Ita, Ctes 1,730 12 5 5,2 0,80 1,60 Blanca
EC26 Col San Justo, Ctes 1,660 17 7 5,0 0,65 1,50 Marrén
EC24-10 | Col Drifin Pora, Ctes 1,916 17 11 575 | 1,50 1,50 Marrén
EC299 | Col San Justo, Ctes 2,030 | 13 6 6,1 1,10 1,70 Marrén
EC3 Col Santa Ana, Ctes 3,160 | 21 7 9,5 1,00 2,10 | Marrén
EC90 Cahuare Misiones 4200 | 27 5 12,6 | 0,80 1,90 | Marrén
EC157 | Manantiales, Ctes 2,400 | 19 3 7.8 0,30 1,90 | Marrén
EC165 | Manantiales, raiz bca, Ctes | 2,900 | 22 7 8,7 1,00 1,80 Blanca
EC161 | Yrigoyen, Fsa 2,660 | 22 6 8,0 0,70 1,90 | Marrén
EC110 | Pomberi 2,730 | 24 10 8,2 0,90 2,00 Blanca
EC111 |Campeona C.B. 2,860 | 18 10 8,6 1,30 1,80 | Marrén
EC74 Km 1124 San Javier, Ctes 1,800 20 18 5,4 1,30 2,05 Blanca
EC113 |EEA, E.C., Negra, Fsa 1,860 | 17 3 5,6 0,20 1,80 Blanca
EC23 Drifin Pora 0,900 | 16 3 2,7 0,20 1,30 Blanca
EC118 | C.A.6 3, Misiones 2,160 | 18 2 6,5 0,30 1,80 Blanca
EC124 | Yeruti 3,860 | 20 5 11,6 | 0,60 2,20 Blanca
EC1-1 |Col. Sta Ana, Entre Rios 1,860 | 16 4 5,6 0,60 3,00 Blanca
EC121 |C.A. 25.1, Misiones 3,000 24 4 9,0 0,60 2,90 | Marrén
EC163 | Manantiales, Ctes 1,160 | 12 5 3,5 1,60 2,20 Blanca
EC274 | San Justo, Ctes 3,730 21 0 11,2 0 2,00 Marrén
EC162 | Sin caracterizacion - - - - - - -

Com: comercial. Desc: descarte. Fuente: EEA INTA EIl Colorado. Datos no publicados.

19



2.2.2. Evaluacién del establecimiento y multiplicaciéon in vitro de clones de

mandioca

El material vegetal consisti6 en 28 clones de Manihot esculenta Crantz
provenientes del Banco de Germoplasma del EEA INTA El Colorado (Tabla 2.1).

Se utilizaron como explantes segmentos uninodales provenientes de
plantas de mandioca cultivadas en maceta y mantenidas bajo umbraculo. Los
explantes fueron desinfectados sumergiéndolos en etanol al 70% durante 1 minuto
y luego en hipoclorito de sodio al 1,1% mas 0,05% (v/v) de Triton X-100° durante
20 minutos, siendo posteriormente enjuagados 3 veces con agua destilada estéril.

Los segmentos uninodales, de aproximadamente 1 cm de longitud, se
cultivaron asépticamente en el medio basal desarrollado por Murashige y Skoog
(1962) (MS), suplementado con 0,01 mg.I"* de ANA, 0,01 mg.I"* de BAP y 0,1 mg.I*
de AG,. El pH del medio de cultivo se ajusté a 5,8 con soluciones de KOH y/o HCI

y se solidifico con 0,75% de agar (Agar Sigma® A1296). Se dispensaron 15 ml de
medio de cultivo en tubos de ensayo de 50 ml que fueron obturados con papel de
aluminio y esterilizados en autoclave a 1 atmésfera de presion (120°C) durante 20
minutos. Se cultivd un segmento uninodal por tubo, incubandose luego en un

cuarto climatizado a 27+2°C con un fotoperiodo de 14 h (irradiancia de 116 pmol
2 1
m-s7).

Al cabo de 30 dias de realizada la introduccién in vitro del material, se
evaluaron las siguientes variables: porcentaje de explantes infectados, porcentaje
de explantes establecidos, porcentaje de explantes brotados, longitud de vastagos,
namero de nudos, porcentaje de enraizamiento y nimero de raices por planta. Se
considerd explante establecido a todo aquel explante desinfectado y vivo a los 30

dias de cultivo.

Posteriormente, las plantas regeneradas fueron sometidas a un primer ciclo
de multiplicacion, cultivando segmentos uninodales en MS suplementado con 0,01
mg.I* de ANA, 0,01 mg.I* de BAP y 0,1 mg.I" de AG,. Luego de 30 dias, se

registraron nuevamente los valores de las variables evaluadas en la etapa anterior.

2.2.3. Evaluacion del efecto de diferentes citocininas en la morfogénesis

caulinar y en laregeneracion de plantas de mandioca

Se utilizaron como explantes segmentos uninodales menores a 7 mm de

longitud, provenientes de plantas de mandioca del clon EC118, de dos meses de
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edad, cultivadas in vitro en el medio MS adicionado con 0,01 mg.l'1 de ANA, 0,01

mg.I" de BAP y 0,1 mg.I* de AG, e incubadas en un cuarto climatizado a 27+2°C

con un fotoperiodo de 14 h (irradiancia de 116 ymol m'zs'l). Se seleccion6 este
clon porque habiendo presentado los mejores valores en los ensayos de
embriogénesis somatica, resultaba interesante conocer su respuesta a diferentes
citocininas con vistas a la generacién de mudltiples vastagos, ya que los apices
caulinares fueron uno de los explantes utilizados en los ensayos de embriogénesis

somética sobre los que brindan detalles en el capitulo siguiente.

Los segmentos uninodales se cultivaron en posicion horizontal, en
diferentes medios de cultivo, constituidos por el medio basal MS, suplementado
con 2iP, CIN, ZEA, BAP o TDZ en diferentes concentraciones (1, 5 o 10 mg.I™")
(Tabla 2.2). El pH del medio de cultivo se ajustd a 5,8 con soluciones de KOH y/o
HCl y se solidific con 0,75% de agar (agar Sigma® A1296). Finalmente los

tratamientos se incubaron en las condiciones anteriormente descriptas.

Tabla 2.2: Medios de cultivo utilizados para evaluar el efecto de las citocininas

sobre la morfogénesis caulinar y la regeneracion de plantas de mandioca.

Tratamiento Medio

T, (control) MS
T, MS + 1 mg.I" 2iP
Ts MS + 5 mg.I* 2iP
T, MS + 10 mg.I"* 2iP
e MS + 1 mg.I* CIN
Ts MS + 5 mg.I* CIN
T, MS + 10 mg.I" CIN
i MS + 1 mg.I* Zea
i MS + 5 mg.I"* Zea
T1o MS + 10 mg.I"* Zea
Taa MS + 1 mg.I"* BAP
Ti2 MS + 5 mg.I" BAP
Tis MS + 10 mg.I"* BAP
1 MS + 1 mg.I* TDZ
i MS + 5 mg.I* TDZ
i MS + 10 mg.I* TDZ
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En cada tratamiento se evaluaron las siguientes variables: porcentaje de
brotacién, porcentaje de yemas hinchadas (yemas axilares que aumentaron su
tamafio, pero no diferenciaron brotes), porcentaje de enraizamiento, niumero total
de nudos (considerando los nudos de todos los vastagos producidos por cada
explante), longitud de vastagos, porcentaje de explantes que produjeron multiples
vastagos, cantidad de vastagos obtenidos por explante y porcentaje de plantas que
presentaron abscision foliar a los 30 y 50 dias de cultivo.

2.2.4. Evaluacion del efecto del BAP sobre la formacién de multiples

vastagos en mandioca

En este ensayo se utilizaron como explantes segmentos uninodales
menores a 7 mm de longitud, provenientes de plantas de mandioca de dos meses
de edad de 7 clones seleccionados por su respuesta a nivel de crecimiento en el
ensayo de multiplicacion in vitro (apartado 2.2.2), los cuales se agruparon en:
clones de elevado crecimiento (EC 20 y EC 107), de crecimiento intermedio (EC
74, EC 165 y EC 118) y de crecimiento reducido (EC 44 y EC 113). Las plantas
dadoras de explantes fueron cultivadas in vitro en el medio MS adicionado con 0,01

mg.I* de ANA, 0,01 mg.I" de BAP y 0,1 mg.I" de AG, e incubadas en un cuarto
climatizado a 27+2°C con un fotoperiodo de 14 h (irradiancia de 116 ymol m'zs'l).

Los segmentos uninodales se cultivaron en posicién horizontal, en medio
basal MS, suplementado con 1 mg.I" de BAP (el medio que mejor resultado
produjo en la generacion de mudltiples vastagos en la experiencia realizada
previamente) y solidificado con 0,75% de agar (agar Sigma® A1296), incubandose
luego en las condiciones anteriormente descriptas. A los 30 dias de iniciado el
ensayo, se separaron los nuevos vastagos formados y se transfirieron a MS sin
RCVyaMS adicionado con 0,01 mg.I" de ANA, 0,01 mg.I" de BAP y 0,1 mg.I" de

AG3 a fin de evaluar su enraizamiento.

En cada tratamiento se analizaron las siguientes variables: porcentaje de
brotacién, porcentaje de enraizamiento, numero total de nudos, longitud de
vastagos, porcentaje de explantes que produjeron mdultiples vastagos, cantidad de
vastagos obtenidos por explante a los 30 dias de cultivo y porcentaje de
enraizamiento de los vastagos una vez separados. Ademas se calculé un indice de
produccion de multiples vastagos (IPMV) combinando las variables porcentaje de
explantes que produjeron multiples vastagos (MV) y numero de vastagos por

explante:
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% de explantes que produjeron MV x N° de vastagos por explante
100

IPMV =

2.2.5. Encapsulacion de segmentos uninodales de mandioca

Se utilizaron como explantes segmentos uninodales menores a 5 mm de
longitud, correspondientes a la porcion apical (nudos 3, 4 y 5 comenzando desde el
apice), provenientes de plantas de mandioca del clon EC 118, de dos meses de
edad, cultivadas in vitro en el medio MS adicionado con 0,01 mg.I* de ANA, 0,01
mg.I* de BAP y 0,1 mg.I* de AG, e incubadas en un cuarto climatizado a 27+2°C

con un fotoperiodo de 14 h (irradiancia de 116 pmol m'zs'l). Se utiliz6 este clon,
debido a su rapida brotacion en medios adicionados con 2-iP, uno de los RCV

evaluados en este ensayo.

La encapsulacion se realizé sumergiendo los segmentos uninodales en una
solucion de alginato de sodio (3%) sélo o adicionado con medio MS con o sin
reguladores de crecimiento vegetal, previamente autoclavado, segun se describe
en la Tabla 2.3. Los segmentos fueron retirados de la solucion de alginato de sodio
con una pipeta y colocados con parte del alginato de sodio en una soluciéon 0,1 M
de cloruro de calcio (CaCl,.H,0), donde se mantuvieron en agitaciéon durante 3
minutos. Finalmente las cépsulas de alginato de calcio fueron retiradas de la
solucién de cloruro de calcio, secadas sobre papel de filtro y luego cultivadas sobre
diferentes medios y soportes previamente autoclavados (Tabla 2.3). Los soportes
empleados consistieron en agar y perlita hidratada (colocados en tubos de vidrio de

50 ml) y papel de filtro humedecido dispuesto en capsulas de Petri.

Se evaluaron las siguientes variables: porcentaje de brotacion, porcentaje
de enraizamiento y longitud de los vastagos regenerados a partir de los segmentos

uninodales a los 15 y 30 dias de cultivo.

23



Tabla 2.3: Tratamientos de encapsulacion de segmentos uninodales de mandioca.
Descripcion de los componentes de la capsula y los medios o soportes sobre los

gue éstas fueron cultivadas.

Medios/soportes para el

Trat Descripcion de las capsulas cultivo de las capsulas
T, Segmento uninodal sin capsula M1
T, Segmento uninodal sin capsula M2
T, Segmento uninodal sin capsula M3
Ty Segmento uninodal con capsula de alginato M1
Ts Segmento uninodal con capsula de alginato M2
Ts Segmento uninodal con capsula de alginato M3

T, Segmento uninodal con capsula de alginato + M1 | Agar

Ts Segmento uninodal con capsula de alginato + M2 | Agar

To Segmento uninodal con capsula de alginato + M3 | Agar

T | Segmento uninodal con capsula de alginato + M1 | Perlita hidratada

T2 | Segmento uninodal con capsula de alginato + M2 | Perlita hidratada

T, | Segmento uninodal con capsula de alginato + M3 | Perlita hidratada

T3 | Segmento uninodal con capsula de alginato + M1 | Papel de filtro humedecido
T2 | Segmento uninodal con capsula de alginato + M2 | Papel de filtro humedecido

T.5 | Segmento uninodal con cdpsula de alginato + M3 | Papel de filtro humedecido

Referencias: M1: MS
M2: MS +0,01 mg.I" de ANA, 0,01 mg.I" de BAP y 0,1 mg.I" de AG,

M3: MS + 1mg.I" de 2iP

2.2.6. Disefio experimental y andlisis estadistico

El disefio de los experimentos fue completamente aleatorizado, con 3
repeticiones de 10 explantes cada una para cada clon (experimentos 2.2.2 y 2.2.4)
o tratamiento (experimentos 2.2.3 y 2.2.5). El disefio para evaluar el porcentaje de
enraizamiento de los vastagos generados (experimento 2.2.4) fue completamente
aleatorizado, con estructura factorial.

Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza, utilizando
el programa estadistico InfoStat/P version 1.1 (InfoStat, 2002), previa verificacion
de la normalidad de las variables. Las variables expresadas en porcentaje (X)

fueron transformadas mediante V(x/100 + 0,5) mientras que las demas variables (x)
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que no mostraron distribuciéon normal se transformaron mediante V(X + 0,5), a fin
de normalizarlas. Cuando el ANOVA detecté diferencias significativas, se
compararon los valores medios de las variables evaluadas, mediante el Test de
Comparaciones Multiples de Duncan.

2.3. Resultados y discusion

2.3.1. Evaluacién del establecimiento y multiplicacién in vitro de clones de

mandioca

- Etapa de Establecimiento:

Fue posible establecer in vitro el 100% de los clones de mandioca
evaluados. El porcentaje de explantes establecidos varié entre 38,7% (clon EC 1.1)
y 100% (clon EC 19) (Fig. 2.1).

El 89% de los clones presentd algun tipo de contaminacion. Se observo la
presencia de hongos en el 71% de los clones; de bacterias en el 57% vy la
presencia simultanea de hongos y bacterias en el mismo tubo de ensayo s6lo en el
11% de los clones. Si bien la infecciéon con hongos fue mas generalizada, ya que
afectd a un mayor nimero de clones, ésta varié entre 4,6% y 18%, mientras que la
infeccion con bacterias llegd a 56,4% en el clon EC 1.1, afectando menor cantidad
de clones. El porcentaje de explantes sin respuestas fluctué entre 0% y 6%, con la
excepcién del clon EC 19 que presentd un 20% de explantes sin respuesta.

El porcentaje de brotacibn no presentd diferencias significativas entre
clones (p<0,05), variando entre 38,7% (clon EC 1.1) y 95,5% (clones EC 161y EC
162). El 89% de los clones presenté valores de brotacién superiores al 50%;
mientras que el 61% de los clones supero el 75% de explantes brotados (Fig. 2.2).

Se hallaron diferencias significativas entre los clones con respecto a la
altura de las plantas (p<0,01). Las longitudes promedio de los vastagos para los
diferentes clones variaron entre 3,3 y 69,4 mm, siendo los clones de mayor altura:
EC 121, EC 107 y EC 20 y los de menor altura: EC 29-9 y EC 26 (Fig. 2.3).

El nimero de nudos por vastago también difirié significativamente entre los
clones (p<0,01), presentando valores promedio entre 2,4 y 9,7 nudos por vastago
(Fig. 2.4). En general, el menor numero de nudos correspondié a los clones de

menor altura y el mayor nimero de nudos a los clones de mayor altura.
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El 93% de los clones produjo raices en el mismo medio donde se
establecio, observandose diferencias significativas entre clones con respecto al
porcentaje de enraizamiento (p<0,01). Los valores de enraizamiento oscilaron entre
6,3% (clon EC 90) y 91% (clon EC 162). Cabe destacar que el 57% de los clones
presentdé un porcentaje de enraizamiento superior al 50%. Sélo dos clones no
enraizaron durante la etapa de establecimiento: EC 26 y EC 299 (Fig. 2.5).

El nimero de raices por planta también presento diferencias significativas
entre clones (p<0.01), variando entre 0 y 4 raices promedio por planta (Fig. 2.6). En

general, las plantas mas altas fueron las que presentaron mayor nimero de raices.
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"7 22 107 42 110 113 90 88 44 11 118 161 162 241 3 121 19 6 23 26 157 165 111 209 163 20 27-4 74 124

Clones
Fig. 2.1: Porcentaje de explantes establecidos in vitro para 28 clones de mandioca

a los 30 dias de cultivo.
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Fig. 2.2: Porcentaje de explantes brotados in vitro para 28 clones de mandioca a

los 30 dias de cultivo.
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N° Nudos

Enraizamiento (%)

22 107 42 110 113 90 83 44 11 118 161 16224-1 3 121 19 6 23 26 157 165 111 299 163 20 27 74 124
Clones

Fig. 2.3: Altura de los vastagos de 28 clones in vitro de mandioca, a los 30 dias de

cultivo.

22 107 42 110 113 90 88 44 11 118 161 162 24-1 3 121 19 6 23 26 157 165 111 299 163 20 27 74 124
Clones
Fig. 2.4: Namero de nudos por vastago de 28 clones in vitro de mandioca, a los 30

dias de cultivo.
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Fig. 2.5: Porcentaje de explantes enraizados de 28 clones in vitro de mandioca, a

los 30 dias de cultivo.
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22 107 42 110 113 90 88 44 11 118 161 16224-1 3 121 19 6 23 26 157 165 111 299 163 20 27 74 124
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Fig. 2.6: Numero promedio de raices por vastago para 28 clones in vitro de

mandioca, a los 30 dias de cultivo.

- Etapade Multiplicacién:

En esta etapa fue posible regenerar plantas a partir de segmentos

uninodales en el 100% de los clones. El 71% de los clones presenté un 100% de

regeneracion de vastagos y el 29% restante valores superiores al 77% (Fig. 2.7).

En este sentido, Albarran et al., (2003), obtuvieron plantas en los 34 clones que

evaluaron, informando porcentajes de regeneracion relativamente altos, entre 60 y

90%; mientras que Acedo (2002) informé el 100% de regeneracién para esta

especie, cultivando el clon “Golden Yellow” en medio basal MS libre de RCV,

a

diferencia del 13% al 21% de regeneracion obtenido al adicionar AGs, BAP y ANA

al medio basal.
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Clones
Fig. 2.7: Porcentaje de explantes brotados in vitro para 28 clones de mandioca a

los 30 dias de la primera multiplicacion.
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Independientemente de los clones evaluados, las plantas se desarrollaron
normalmente en cuanto a su tamafio, forma y coloracién. Por lo tanto, teniendo en
cuenta los caracteres morfologicos Vvisibles, puede decirse que las plantas
establecidas se mantuvieron estables fenotipicamente con respecto al material

original.

Al igual que en la etapa de establecimiento, las variables evaluadas
presentaron diferencias significativas entre clones. La longitud de los vastagos
varié significativamente (p<0,01), con valores promedio entre 2,9 y 57 mm,
levemente inferiores a los registrados en la etapa de establecimiento (Fig. 2.8). En
general, los clones mas altos en la etapa de establecimiento continuaron siéndolo

durante el primer ciclo de multiplicacion.

Altura (mm)
&
1

= N
o o
1 1

(10 o [] mﬂﬂ Alellalalllllnas mﬁﬂ

22 107 42 110 113 90 8 44 11 118 161 162241 3 121 19 6 23 26 157 165 111 299 163 20 27 74 124

Clones

Fig. 2.8: Altura de los vastagos de 28 clones de mandioca cultivados in vitro, a los

30 dias de la primera multiplicacion.

El nUmero de nudos por vastago también difirié significativamente entre los
clones (p<0,01), presentando valores promedio entre 2,3 y 6,6 nudos por vastago.
Nuevamente los valores minimos se mantuvieron iguales, mientras que los valores
méximos fueron levemente inferiores a los registrados durante la etapa de

establecimiento (Fig. 2.9).
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22 107 42 110 113 90 83 44 11 118 161 162 24-1 3 121 19 6 23 26 157 165 111 299 163 20 27 74 124
Clones
Fig. 2.9: Numero de nudos por vastago para 28 clones de mandioca cultivados in

vitro a los 30 dias de la primera multiplicacion.

Con respecto a la altura de planta y el numero de nudos, Marin et al.,
(2008) obtuvieron valores entre 30 y 70 mm y entre 3,5 y 7 nudos promedio por
planta respectivamente, para 19 clones élite de mandioca después de 60 dias de
cultivo (el doble del tiempo informado en este ensayo), en un medio constituido por
Y5 MS y 0,02 mg.I* de ANA. Smith et al., (1986) informaron la obtencion de 3,5
nudos promedio en clones de mandioca cultivados en medio basal MS libre de
RCV, que aumentaron a 4,4 nudos al adicionarle IBA, ya que promovié el
enraizamiento y favorecio el crecimiento de las plantas; y a 7 nudos promedio por
explante al adicionar ANA y BAP en concentraciones que promovieron la formacion

de multiples vastagos.

Por otra parte, Pedroso de Oliveira et al., (2000) informaron alturas de
plantas en la primera multiplicacién entre 8,6 y 17,7 mm para 6 variedades de
mandioca procedentes de Brasil, utilizando un medio de cultivo compuesto por
35% de los macronutrientes y micronutrientes del MS, suplementado con 1 mg.I™*
de tiamina, 100 mg.I"* de inositol, 0,01 mg.I* de ANA, 0,01 mg.I* de AG; y 2% de
sacarosa. Segun estos autores, la presencia de plantas poco desarrolladas fue

méas frecuente que la presencia de plantas etioladas.

A diferencia de lo observado en la etapa de establecimiento, el 100% de los
clones evaluados generé raices, variando el porcentaje de enraizamiento entre
20% y 100%. Cabe destacar que el 89% de los clones presentaron valores de
enraizamiento superiores al 50% (Fig. 2.10). Pedroso de Oliveira et al., (2000)
informaron enraizamiento en el primer ciclo de multiplicacion en 4 de los 6 clones
que evaluaron, con valores entre 30% y 70%, alcanzando el enraizamiento de la

totalidad de los clones recién en el tercer ciclo de multiplicacion.
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El nimero de raices por planta también difirié significativamente entre
clones (p<0,01), variando entre 1 y 5 raices por planta (Fig. 2.11). Al igual que
durante la etapa de establecimiento, los clones que presentaron plantas con
mayores alturas fueron los mismos que registraron los mayores numeros de raices
por planta. En este sentido, Pedroso de Oliveira et al., (2000) sostienen que la
presencia de raices en las plantulas de mandioca, en cantidad equilibrada con el
desarrollo de la parte aérea, resulta beneficiosa para el proceso de multiplicacion,
ya que promueve la absorcién de nutrientes y por lo tanto, la produccion de yemas
gue servirdn de explantes para los siguientes ciclos de cultivo. Suarez y Hernandez
(2008), informaron la formacién de 2 raices por planta de mandioca (clon CM 40)
en Y5 MS, que aumentd hasta 4,6 al incrementar la concentracion de

oligogalacturénidos en el medio.
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Clones
Fig. 2.10: Porcentaje de explantes enraizados de 28 clones de mandioca

cultivados in vitro a los 30 dias de la primera multiplicacion.
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Clones
Fig. 2.11: Numero promedio de raices por vastago para 28 clones de mandioca

cultivados in vitro, a los 30 dias de la primera multiplicacion.
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En general, los resultados indicaron una gran variabilidad entre clones con
respecto a los valores obtenidos para las variables evaluadas (Fig. 2.12). Este
efecto pronunciado del genotipo en el desarrollo in vitro de las plantas coincide con
lo observado en mandioca por otros autores (Roca, 1984; Pedroso de Oliveira et
al., 2000; Albarran, et al., 2003; Marin et al., 2008). En este sentido, Smith et al.,
(1986), proponen realizar ajustes en el medio de cultivo a fin de estimular el
proceso en aquellas variedades de mandioca que presentan baja eficiencia de
micropropagacion; mientras que Bromees y Lacon (1995), recomiendan evaluar
diferentes concentraciones de sacarosa, nitrdgeno y otros reguladores de

crecimiento vegetal.

Fig. 2.12: Diferencia de altura de los vastagos, nimero de nudos y de raices en
clones de mandioca, a los 30 dias de establecidos in vitro: (A) Clon EC 24; (B)
Clon EC 161; (C) Clon EC 121. Barra: 10 mm.

2.3.2. Evaluacion del efecto de diferentes citocininas en la morfogénesis

caulinar y en laregeneracion de plantas de mandioca

A excepcion del TDZ, en una concentracién de 10 mg.l", todas las
citocininas evaluadas permitieron la brotacién de las microestacas. Se observo un
porcentaje de brotacion similar a los 30 y a los 50 dias del inicio del cultivo, que
vario entre 6,7% y 96,7%, con valores mayores al 70% de brotacién en 12 de los
16 medios evaluados. Tanto el porcentaje de vastagos menores a 5 mm como el
porcentaje de vastagos mayores a 5 mm, presentaron diferencias significativas
(p<0,01) entre los medios evaluados (Tabla 2.4). ElI 2-iP en todas sus

concentraciones y la CIN y el BAP, ambos en su menor concentracion (1 mg.I™),
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permitieron regenerar un mayor porcentaje de vastagos mayores a 5 mm en menor
tiempo (Figs. 2.13 y 2.14). Esto es contrario a lo expresado por Raemakers et al.,
(1997), quienes informaron que el BAP promueve la regeneracion de plantas en
mayor grado que la ZEA, el 2iP y la CIN. En este sentido, a los 50 dias de cultivo,
el tratamiento con 1 mg.I" de BAP (T;) no presentd diferencias significativas con
respecto a los tratamientos con 1y 5 mg.I" de 2-iP (T, y Ts) y al tratamiento con 1
mg.I"* de CIN (Ts) para vastagos mayores a 5 mm (Tabla 2.4). Por otra parte, la
CIN, el BAP y el TDZ mostraron, en general, un menor porcentaje de brotacion al
aumentar su concentracion en el medio de cultivo (Figs. 2.13 y 2.14). Zok et al.,
(1993) informaron un 31% de brotacién de apices caulinares en MS suplementado
con 1 mg.I'* de BAP, lo cual es considerablemente inferior al 93% obtenido en este

ensayo, a partir de segmentos uninodales.

El porcentaje de explantes que no respondieron a los diferentes medios
ensayados varié entre 0% y 13% a los 30 dias, disminuyendo a 3,3% a los 50 dias.
El porcentaje de explantes que murieron durante el ensayo, habiendo emitido
vastago o no, vario entre 0% y 30% en ambas fechas. Cabe destacar que a los 30
dias de cultivo se observaron explantes muertos en el 50% de los medios, mientras
que a los 50 dias este valor se elevd al 75% de los medios evaluados. En ambas
fechas, los mayores porcentajes de explantes y vastagos muertos se observaron
en las concentraciones de 5y 10 mg.I" de ZEA, BAP y TDZ (Figs. 2.13y 2.14).

En todos los medios evaluados se observd la formacién de callos en los
explantes, especialmente en la zona de contacto con el medio. Los callos fueron de
menor tamafio en el control con respecto al resto de los medios adicionados con
citocininas, aumentando su tamafio al incrementar la concentraciéon de citocininas.
En este sentido, Roca (1984) plante6 que la formacién de callos no es deseable ya
gue pueden inhibir el crecimiento de las plantas. La formacién de callos en esta
especie también fue observada por Smith et al., (1986), Zok et al., (1993), Gou y
Liu (1995) y Le et al., (2007) asociada a niveles de BAP mayores a 0,1 mg.I" y al

cultivo en medios semisélidos (Bhagwat et al., 1996).

A los 30 dias de cultivo, se observaron explantes con yemas hinchadas en
15 de los 16 medios evaluados, variando entre 3,3% y 80%. A los 50 dias de
cultivo, se registraron yemas hinchadas en 13 de los 16 medios, debido a que

algunas de ellas emitieron brotes (Figs. 2.13 y 2.14).

Solo se observo enraizamiento de vastagos en el control y en los medios

adicionados con 2iP en las tres concentraciones y con CIN y ZEA en la menor
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concentracion. El mayor porcentaje de enraizamiento se obtuvo en los tratamientos
con 1 mg.I"* de 2iP. Los valores de enraizamiento obtenidos variaron entre 13,3% y
63,3% y aumentaron al incrementarse el tiempo de cultivo. En los medios

adicionados con BAP y TDZ no se observo diferenciacion de raices (Fig. 2.15).

Coincidiendo con Smith et al., (1986), los resultados obtenidos con las
citocininas evaluadas demostraron que el BAP, en la menor concentracion
ensayada (1 mg.I") promovié el mayor porcentaje de explantes con vastagos
multiples (56,7%) y la mayor cantidad de vastagos por explante (3,1). También la
CIN, la ZEA y el TDZ promovieron la formacion de vastagos multiples con valores
entre 3,3% y 16,7% (Figs. 2.16, 2.17 y 2.18).

En este sentido, Roca et al., (1991) expresaron que la adicion al medio de
cultivo de una dosis alta de BAP (entre 1 y 5 mg.I'") permite romper la dominancia
apical y generar vastagos multiples al ser posteriormente transferido a un medio
libre de BAP vy enriquecido con AGs;. En coincidencia, Cabral et al.,, (1993)
informaron la inducciéon de mdltiples vastagos a partir de segmentos uninodales de
mandioca (MCol 22) en MS adicionado con 3 mg.I'* de BAP. Smith et al., (1986)
obtuvieron un 65% de plantas con multiples vastagos al adicionar al MS 0,22 mg.I*
de BAP y 0,05 mg.I" de ANA, destacando que con concentraciones de BAP
inferiores a las utilizadas prevalecieron los vastagos simples, mientras que con
concentraciones superiores disminuy6 la longitud de los véastagos, dificultando el

cultivo, a la vez que aumenté el tamafio de los callos.

Bhagwat et al., (1996) luego de evaluar el efecto de diferentes citocininas
sobre mandioca (clon CG 1-56), informaron que el mejor resultado (6,6 vastagos
por explante) lo obtuvieron cultivado por 6 semanas explantes nodales en MS
adicionado con 0,50 mg.I* de BAP y 0.55 mg.I"* de AG; luego de 2 semanas de
incubacién en medio liquido constituido por MS y 0,025 mg.I™* de TDZ.

A diferencia de los resultados obtenidos, Konan et al., (1997) informaron un
mayor porcentaje de mdltiples vastagos de mandioca (cv TMS 30555) en los
medios adicionados con TDZ, resultando menos efectivas la ZEA y la CIN,
destacando que la mayor concentracion (20 mg.I") de todas las citocininas
evaluadas produjo efectos negativos sobre esta variable. Por otra parte, los medios
adicionados con BAP les permitieron lograr el mayor nimero de vastagos por

explante, coincidiendo esto ultimo con los resultados aqui informados.

Tanto la altura promedio de los vastagos como el niumero promedio de

nudos mostraron diferencias significativas en funcion del medio utilizado (p<0,01)
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(Tabla 2.4). La altura promedio de los vastagos vari6 entre 1,7 y 17 mm,
obteniéndose los vastagos mas altos en los medios adicionados con todas las
concentraciones de 2iP y con 1 mg.I"* de CIN. Con respecto al nimero promedio
de nudos, los mayores valores coincidieron con los tratamientos que produjeron
vastagos mas altos, a excepcion del tratamiento adicionado con 1 mg.I* de BAP,
gue obtuvo el mayor numero de nudos por explante, al compensar la escasa altura

con una mayor cantidad de vastagos (Fig. 2.18).

El porcentaje de explantes que presentd abscision foliar aumento al
aumentar el tiempo de cultivo. A los 50 dias de cultivo se hallaron diferencias
significativas entre tratamientos (p<0,01), observandose abscision foliar entre 13%
y 67% de los explantes, siendo mas intensa en los medios donde se desarrollaron

las plantas de mayor tamafio (Tabla 2.4).

Concentraciones crecientes de TDZ afectaron negativamente todos los
parametros evaluados. La actividad biol6gica de esta citocinina es, en general,
igual o mayor que la de las citocininas tipo adenina mas activas (Mok et al., 1987).
El efecto inhibitorio del TDZ sobre la elongacion de vastagos fue reportado por
Bates et al.,, (1992) y Bhagwat, et al., (1996), quienes informaron que debe
reducirse la concentracion de TDZ y/o utilizarse otras citocininas o combinaciones

de citocininas y auxinas, a fin de estimular la elongacion de los vastagos formados.

35



Tabla 2.4: Efecto de diferentes citocininas adicionadas al MS sobre el porcentaje

de vastagos regenerados menores y mayores a 5 mm, la altura de los vastagos, el

namero promedio de nudos por explante y el porcentaje de abscision foliar, a los

50 dias de cultivo.

Trat Citocinina Vastagos |Vastagos | Altura Nudos | Abscisién
(mg.l'l) <5mm >5mm (mm) por foliar
(%) (%) explante (%)
T1 (control) MS 58,6% 20,42 8,0 3,7°% 13,3%
T, | MS+1mgl*2iP | 36,7° 56,7° 16,3° 5,3 30,0%
T | MS+5mg.l*2iP | 23,3*° 63,3 13,2% 5,4 56,7
T, |MS+10mglt2iP| 12,4%® 80,9° 12,9% 5,79" 62,4
Ts | MS+1mgl*CIN| 50,0 46,7° 17,0° 5,2 33,37
Te | MS+5mg.l*CIN| 93,33 3,37 1,7% 4,1% 16,7%
T, |MS+10mg.l*CIN| 90,0 0,0° 0,0° 4,5%9 36,77
Ts | MS+1mg.l*Zea| 76,7% 20,0? 5,9 4,5°9 40,07
Toe | MS+5mg.l* Zea | 66,7°" 20,0? 7,0 4,7°9 50,07
T |MS+10mg.I* Zea| 70,0%" 10,0° 4,8%° 2,8 66,7°
T | MS+1mgl*BAP| 46,7¢¢ 46,7° 7,9 6,8" 0,0?
T, | MS+5mg.I* BAP| 36,7 0,0° 0,0° 2,5 0,0?
Tz |MS +10 mg.I* BAP| 23,3%° 0,0° 0,0° 2,2° 0,0?
T | MS+1mgl*TDZ| 66,3%%9 0,0? 0,0° 2,1° 26,7
Tis | MS+5mg.l*TDZ| 10,0 0,0% 0,0° 0,3° 0,0°
Tie |MS+10mgl*TDZ| 0,0 0,0% 0,0° 0,0° 0,0°

Letras distintas en cada columna indican diferencias altamente significativas (p<0,01)
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Fig. 2.13: Efecto de las citocininas adicionadas al MS sobre la organogénesis de
mandioca in vitro (clon EC 118) a los 30 dias de cultivo.
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Fig. 2.14: Efecto de las citocininas adicionadas al MS sobre la organogénesis de
mandioca in vitro (clon EC 118) a los 50 dias de cultivo.
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Fig. 2.15: Efecto de las citocininas adicionadas al MS sobre la produccion de

raices en mandioca (clon EC 118) a los 30 y 50 dias de cultivo.
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Fig. 2.16: Efecto de las citocininas adicionadas al MS sobre la produccién de
multiples vastagos (MV) en mandioca (clon EC 118) a los 30 y 50 dias de cultivo.
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Fig. 2.17: Efecto de las citocininas adicionadas al MS sobre el nimero de vastagos
producidos por explante, en mandioca (clon EC 118) a los 30 y 50 dias de cultivo.
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Fig. 2.18: Efecto de diferentes citocininas adicionadas al MS sobre la morfogénesis
caulinar y radical y la formacion de mudltiples vastagos a partir de segmentos
uninodales de mandioca (clon EC 118): (A) 1mg.I"* de BAP a los 30 dias de cultivo;
(B) 1mg.I"* de BAP a los 50 dias de cultivo; (C) 5 mg.I'* de 2iP a los 50 dias de
cultivo; (D) 10 mg.I" de 2iP a los 50 dias de cultivo.
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2.3.3. Evaluaciéon del efecto del BAP sobre la formacién de multiples

vastagos en diferentes clones de mandioca

La brotacion de las microestacas fue elevada, observandose entre 96,7% y
100% de brotacion en todos los clones evaluados. Hubo diferencias significativas
entre clones con respecto al porcentaje de vastagos regenerados mayores a 5 mm
y también a los menores a 5 mm (p<0,01). Los clones EC 118 y EC 44 presentaron
un 63% y 90% de vastagos menores a 5 mm, respectivamente, mientras que los
restantes clones presentaron entre 60% y 97% de vastagos mayores a 5 mm
(Tabla 2.5; Fig. 2.19).

Solo se observaron explantes muertos en el clon EC 118 (3,3%) y explantes
con yemas hinchadas en el clon EC 74 (3,3%). Se registré formacién de callos en
todos los clones, siendo en general de gran tamafio. La abscisién foliar también fue
importante en todos los clones, siendo mas intensa en los vastagos mas

desarrollados, coincidiendo con lo informado en el apartado 2.2.3.

Todos los clones evaluados produjeron mdltiples vastagos. Se registraron
diferencias significativas entre los clones con respecto a esta variable (p<0,01),
observandose los valores maximos en el clon EC 165 (100%) y los minimos en el
clon EC 118 (43%). Es importante destacar que el 71% de los clones presento
porcentajes de formacion de multiples vastagos superiores al 50%. El nUmero de
vastagos regenerados por cada explante también varid significativamente entre
clones (p<0,01), entre 2,2 (clon EC 44) y 4,4 (clon EC 20) (Tabla 2.5; Fig. 2.20 y
2.21). Este efecto del genotipo sobre el nimero de vastagos regenerados por
explante también fue reportado por Bhagwat et al., (1996) quienes obtuvieron
valores entre 2 y 5 vastagos por explante para 8 clones de mandioca cultivados en
MS adicionado con 0,5 mg.I™ de BAP y 0,55 mg.I"* de AG;luego de 2 semanas de
incubacion en medio liquido constituido por MS adicionado con 0,025 mg.I" de
TDZ.

Los valores obtenidos con respecto a la cantidad de vastagos regenerados
por explante son similares a los hallados por Konan et al., (1997) quienes
cultivaron segmentos uninodales de 17 cultivares de mandioca en medio MS
adicionado con 10 mg.I" de BAP durante 4 a 6 dias. Posteriormente separaron las
yemas axilares y las subcultivaron en el mismo medio durante 5 a 6 semanas,
obteniendo generalmente 1 o 2 y raramente mas de 5 vastagos por explante inicial,

a excepcién del clon TMS 30555 que produjo 25 vastagos por explante.
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El indice de produccion de mudltiples vastagos (IPMV) presenté valores
entre 1 (clon EC 44) y 3,5 (clon EC 20). En general, los clones de mayor
crecimiento (EC 20 y EC 107) presentaron un mayor IPMV que los de crecimiento
intermedio o reducido, a excepcién del EC 165 que, siendo un cultivar de
crecimiento intermedio, present6 un elevado IPMV (Fig. 2.22).

El nimero total de nudos producidos por explante, una de las variables mas
importantes desde el punto de vista de la micropropagaciéon, varié
significativamente entre clones (p<0,01), presentando valores entre 4,8 y 15,3
nudos por explante en los clones EC 44 y EC 20 respectivamente, a los 30 dias de
cultivo (Tabla 2.5). Estos valores son similares a los obtenidos por Smith et al.,
(1986) cultivando yemas axilares en MS adicionado con 0,23 mg.I"* de BAP y 0,05
mg.I" de ANA. Cabe destacar que los cultivares EC 20 y EC 107 (de elevado
crecimiento), fueron los que presentaron una cantidad significativamente mayor de

nudos por explante (15,3 y 12,7, respectivamente) (Tabla 2.5).

Fue posible el enraizamiento de los vastagos producidos en el 100% de los
clones evaluados. Los clones de mayor crecimiento (EC 120 y EC 107) fueron los
que presentaron los mayores porcentajes de enraizamiento en MS. Si bien en
estos dos clones no se observaron diferencias significativas al utilizar el medio
basal MS sélo o adicionado con 0,01 mg.I'* de ANA, 0,01 mg.I* de BAP y 0,1 mg.I'1
de AG; (MS + RCV), los porcentajes de enraizamiento fueron mayores con este
ualtimo. Para los clones de crecimiento bajo o intermedio, excepto el clon EC 118, el
medio adicionado con ANA, BAP y AG; (MS + RCV) fue significativamente mejor
que el MS desprovisto de RCV con respecto a esta variable (p<0,01) (Tabla 2.5).
La posibilidad que brinda el medio con RCV de promover la formacion de raices en
el 100% de los clones, con una mejora en el porcentaje de enraizamiento en la
mayoria de ellos, justificaria su eleccion para ser utilizado en la regeneracion de
plantas luego de la induccién de mdltiples vastagos. En este sentido, Konan et al.,
(1997) y Cabral et al., (1993) informaron el enraizamiento satisfactorio de los
vastagos producidos en MS sin RCV, mientras que Smith et al., (1986) indujeron la

formacién de raices en MS adicionado con 0,5 mg.l'l de IBA.
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Tabla 2.5: Produccién de mdltiples vastagos en diferentes clones de mandioca

cultivados en MS adicionado con 1 mg.I* de BAP y enraizamiento de los vastagos

generados.

Clon | Vastagos Multiples | Vastagos/| Nudos/ | Enraizamiento (%)

>5mm vastagos explante | explante MS NVS+ROV
(%) (%)

EC 44 10,02 46,7° 2,28 4,82 0,02 8,8
EC 113 66,7 70,0° 3,3 8,93° 40,0 83,3
EC 20 76,7° 80,0° 4,4° 15,3 70,0°| 90,0%
EC 107 76,7° 80,0° 3,8 12,7° 81,7% 92,7
EC 165 96,7° 100° 3,2 11,4¢ 33,3| 80,0°
EC 74 60,0° 56,72 3,0 6,7 22,0°| 80,0
EC 118 33,3° 43,3° 2,9% 5,22 35,79 29,3«

Letras distintas en cada columna indican diferencias altamente significativas (p<0,01)

'MS + RCV: MS adicionado con 0,01 mg.I" ANA + 0,01 mg.I* BAP + 0,1 mg.I'* AG;
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Fig. 2.19: Efecto del BAP adicionado al MS sobre la brotacion de segmentos

uninodales de diferentes clones de mandioca a los 30 dias de cultivo (medio de

cultivo: MS + 1 mg.I'* de BAP).
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Fig. 2.20: Efecto del BAP adicionado al MS sobre la formacién de mdultiples

vastagos en diferentes clones de mandioca a los 30 dias de cultivo (medio de

cultivo: MS + 1 mg.I™* de BAP).
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Fig. 2.21: Efecto del BAP (1mg.I'") adicionado al MS sobre la morfogénesis
caulinar y la formacion de multiples vastagos a partir de segmentos uninodales de
mandioca, a los 30 dias de cultivo: (A) Clon EC 118; (B) Clon EC 20; (C) Clon EC
165; (D) Clon EC 74; (E) Clon EC 113; (F) Aspecto de una planta de mandioca
regenerada a partir de los vastagos producidos y enraizados en MS adicionado con
0,01 mg.I" de ANA, 0,01 mg.I'" de BAP y 0,1 mg.I" de AG;(MS + RCV).
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Fig. 2.22: Efecto del BAP adicionado al MS sobre el indice de produccién de
multiples vastagos (IPMV) en diferentes clones de mandioca a los 30 dias de
cultivo (medio de cultivo: MS + 1 mg.I* de BAP).

2.3.4. Efecto de la encapsulacion de segmentos uninodales de mandioca

El cultivo de los segmentos uninodales sin encapsular sobre MS sin RCV,
MS adicionado con 0,01 mg.I* de BAP, 0,01 mg.I'* de ANA y 0,1 mg.I* de AG; y
MS adicionado con 1 mg.I* de 2iP (T, T, y Ts, respectivamente) brindé un 100%
de brotacidon en todos los casos, incrementandose a los 30 dias la cantidad de
vastagos mayores a 5 mm. Es importante destacar que si bien el medio adicionado
con 2iP (T3) permitié un 83% de explantes mayores a 5 mm a los 15 dias, recién a
los 30 dias de cultivo fue posible observar el enraizamiento de los vastagos.
Ademas, en este tratamiento se observo la formacién de callos de gran tamafio en
la zona de contacto del explante con el medio de cultivo. Por otra parte, los T, y T,
generaron vastagos de menor tamafio que comenzaron a enraizar a los 15 dias de
cultivo, llegando al 49% de enraizamiento en el T,. Estos tratamientos permitieron

comprobar la viabilidad de los explantes (Figs. 2.23; 2.24; 2.25y 2.26).

Al encapsular los segmentos uninodales en alginato de calcio y cultivar las
capsulas sobre los medios antes descriptos (T4, Tsy Tg), fue posible comprobar que
los porcentajes de brotacion de los T, y Ts se mantuvieron constantes con respecto
a los controles sin encapsular, observandose una importante disminucién sélo en el
Te, acompafiado de un aumento en la cantidad de explantes que no produjeron
respuesta. Los segmentos encapsulados soélo en alginato de calcio y cultivados
sobre MS (T,) y MS + ANA, BAP y AG; (Ts) presentaron un elevado porcentaje de
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enraizamiento (66,7%, 72,2%, respectivamente), repitiendo el patron observado en
los segmentos sin encapsular, a excepcion del Tg (21,5%) (Figs. 2.23; 2.24; 2.25;
2.26 y 2.27). Esto nos permitiria inferir que la encapsulacion de los segmentos de
mandioca en alginato de calcio no impediria su brotacion y enraizamiento,
coincidiendo con los resultados obtenidos para esta y otras especies (Bapat et al.,
1987; Ganapathi et al., 1992; Piccioni y Standardi, 1995; Piccioni, 1997; Rai et al.,
2008; 2009; Singh et al., 2009; Barrueto Cid et al., 2009).

Se observé formacion de callos, principalmente en los explantes cultivados
en el medio adicionado con 2iP, siendo de tamafio considerablemente mayor en
los segmentos desnudos con respecto a los encapsulados. Esto coincide con lo
hallado por Piccioni (1997) y podria deberse a que la capsula de alginato de calcio
implica una barrera fisica que actuaria disminuyendo la tasa de crecimiento del

callo.

La incorporacion de diferentes compuestos a la capsula de alginato de
calcio, a modo de endosperma artificial, es una de las posibilidades que brinda esta
técnica (Piccioni, 1997; Rai et al., 2009). En este contexto, se evalub el porcentaje
de brotacion y enraizamiento de las microestacas encapsuladas en alginato de
calcio adicionado con cada uno de los 3 medios de cultivo anteriormente
detallados, colocandolas sobre diferentes soportes estériles (agar, perlita hidratada
y papel de filtro humedecido). Los resultados indicaron diferencias significativas
entre los medios cuando los segmentos encapsulados se cultivaron sobre agar o
perlita (p<0,01), siendo en ambos casos superior la brotacibn en MS adicionado
con 2iP (T y Ty2). El porcentaje de brotacion de los explantes encapsulados y
colocados sobre papel de filtro arroj6 los mayores valores promedio: 77,8% (T13),
81,5% (T14) Y 85,2% (T1s), Sin que se detectaran diferencias significativas (p<0,01)
entre los medios evaluados. Debe destacarse que los explantes encapsulados con
alginato de calcio adicionado con MS, ANA, BAP y AG; (T14) fueron los Unicos que
permitieron obtener plantas mayores a 5 mm, con respecto a los demas
tratamientos evaluados (Figs. 2.23; 2.24; 2.25; 2.26 y 2.27).

Es importante destacar que no se registr0 enraizamiento de las
microestacas encapsuladas en alginato adicionado con MS + 1mg.I* de 2iP en
ninguno de los soportes evaluados (Ty, T1» ¥ Tis). En este sentido, las capsulas
adicionadas con MS + ANA, BAP y AG; permitieron el enraizamiento sobre dos de
los soportes evaluados, aunque en un porcentaje bajo (7 y 15% en los explantes
colocados sobre perlita y papel de filtro humedecido, respectivamente) (Figs. 2.25;
2.26y 2.27).
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Bhattacharya (1988) destaca el elevado requerimiento de oxigeno que tiene
lugar durante los estadios iniciales del enraizamiento. Piccioni (1997) atribuye la
falta de enraizamiento in vitro de segmentos uninodales de manzana al menor
intercambio gaseoso entre los segmentos encapsulados y el medio externo. En
este experimento no es posible atribuir el bajo porcentaje de enraizamiento a la
matriz de alginato de calcio, ya que se obtuvieron porcentajes de enraizamiento
similares cuando se cultivaron los segmentos nodales encapsulados sélo con
alginato de calcio y sin encapsular sobre los diferentes medios nutritivos. Tal vez
ocurra algun tipo de interaccién entre los minerales, vitaminas, sacarosa y/o
reguladores de crecimiento vegetal adicionados y el alginato, que disminuyan el
intercambio gaseoso entre el explante y el medio. Otra posible causa del bajo
porcentaje de enraizamiento es la elevada concentraciéon salina del medio de
cultivo que rodea al explante encapsulado que podria estar influyendo

negativamente sobre su enraizamiento.

En este sentido, el bajo porcentaje de enraizamiento observado en los
segmentos encapsulados en alginato de calcio con endosperma artificial e
incubados sobre sustratos no nutritivos, coincide con lo hallado por Piccioni (1997)
en manzana. Este autor logr6 mejorar los porcentajes de enraizamiento al
encapsular segmentos con primordios radicales formados, nueve dias después de
haber sido tratados con IBA. Por otra parte, Singh et al., (2009) lograron
porcentajes de conversion a planta similares cuando cultivaron, sobre medio basal,
apices de Spilanthes acmella encapsulados en alginato de calcio con y sin
agregado de medio basal, pero este valor disminuy6 significativamente cuando le

agregaron a la capsula reguladores de crecimiento vegetal.

En funcién de su futura utilizaciéon, seria conveniente evaluar diferentes
pretratamientos de los segmentos encapsulados con soluciones nutritivas solas o

adicionadas con RCV, previo a la siembra.
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Fig. 2.23: Respuesta de segmentos uninodales de mandioca, sin encapsular y
encapsulados cultivados sobre diferentes medios y soportes, a los 15 dias de
cultivo. C: cépsula; S: soporte sobre el que se cultivo el explante o la capsula; M;:
MS; My: MS + ANA + BAP + AG3; M3: MS + 2iP.
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c - - - sIM sIM sIM c/M; c/M, c/My c/M; c/M, c/Mg c/M; c/M, c/M;

S M M, Mg M M, Mg ----- agar ------  ----- perlita ------ -- papel de filtro--

1 % de explantes sin respuesta
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W 9% de vastagos < 5mm
B % de vastagos > 5 mm

Fig. 2.24: Respuesta de segmentos uninodales de mandioca, sin encapsular y
encapsulados cultivados sobre diferentes medios y soportes, a los 30 dias de

cultivo. C: cpsula; S: soporte sobre el que se cultivo el explante o la cipsula; M;:
MS; M,: MS + ANA + BAP + AG3; M3: MS + 2iP.
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Fig. 2.25: Efecto de diferentes soportes sobre el porcentaje de brotacion y
enraizamiento de segmentos uninodales de mandioca sin encapsular vy
encapsulados, a los 15 dias de cultivo. C: capsula; S: soporte sobre el que se
cultivé el explante o la capsula; M;: MS; M,: MS + ANA + BAP + AG3; M3 MS + 2iP
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Fig. 2.26: Efecto de diferentes soportes sobre el porcentaje de brotacion y
enraizamiento de segmentos uninodales de mandioca sin encapsular vy
encapsulados, a los 30 dias de cultivo. C: capsula; S: soporte sobre el que se
cultivd el explante o la cipsula; M;y: MS; My: MS + ANA + BAP + AG3; Ms: MS + 2iP
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Fig. 2.27: Efecto de la encapsulacion de segmentos uninodales de mandioca (clon
EC 118) en alginato de calcio s6lo o adicionado con MS con o sin RCV y su
posterior cultivo sobre diferentes medios y soportes: (A) Segmento sin encapsular
sobre MS adicionado con 1 mg.I" 2iP; (B) Segmentos encapsulados sélo con
alginato de calcio; (C) Segmento encapsulado con alginato de calcio y cultivado
sobre MS adicionado con 2iP; (D) Segmento encapsulado con alginato de calcio
adicionado con MS + 1 mg.I"* de 2iP; (E) Segmentos encapsulados en alginato de
calcio adicionado con MS + 0,01 mg.I* ANA + 0,01 mg.I'" BAP + 0,1 mg.I" AG;y
cultivados sobre papel de filtro; (F) Detalle de un segmento uninodal encapsulado
con alginato de calcio adicionado con MS + ANA + BAP + AG;. Nétese la raiz
emergiendo de la capsula.
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2.4.

Conclusiones

Fue posible establecer in vitro el 100% de los clones de mandioca evaluados,
provenientes del Banco de Germoplasma a campo de la EEA INTA El
Colorado, Formosa. El procedimiento utilizado fue el siguiente: desinfeccion
de los segmentos uninodales en etanol al 70% durante 1 minuto, seguido de
20 minutos en hipoclorito de sodio al 1,1% + 0,05% (v/v) de surfactante y de
tres enjuagues con agua destilada estéri. Cada segmento de
aproximadamente 10 mm se cultivd en tubos de vidrio de 50 ml con 15 ml de
medio MS adicionado con 0,01 mg.I* de ANA + 0,01 mg.I"* de BAP + 0,1
mg.I"* de AG; y solidificado con 0,75% de agar. La incubacion se realizé en un
cuarto climatizado a 27+2°C, con fotoperiodo de 14 h (irradiancia de 116 umol

m?s™), durante 30 dfas.

Existi6 un pronunciado efecto del genotipo en el desarrollo in vitro de las

plantas de mandioca.

En la etapa de establecimiento in vitro, se logré enraizar el 93% de los clones,
de los cuales el 57% present6 un porcentaje de enraizamiento superior al
50%. En el primer ciclo de multiplicacién in vitro se consiguié enraizar la
totalidad de los clones, presentando el 89% de ellos un porcentaje de

enraizamiento superior al 50%.

El nimero promedio de nudos por planta vari6 entre 2,3 y 6,6 para los

diferentes clones, durante el primer ciclo de multiplicacion.

Los clones EC 121, EC 107 y EC 20 fueron los que mostraron el mejor
comportamiento in vitro tanto en la fase de establecimiento como en la de

multiplicacién, contemplando el total de las variables analizadas.

El medio basal MS suplementado con 0,01 mg.I"* de ANA, 0,01 mg.I"* de BAP
y 0,1 mg.I'* de AG,, permitio el establecimiento y la multiplicacion de todos los
clones evaluados, con Optimo crecimiento.

Todas las citocininas evaluadas permitieron regenerar plantas a partir de las

microestacas del clon EC 118.

Los medios suplementados con 2iP (en todas las concentraciones evaluadas)
y CIN y BAP (ambos en la menor concentracién), permitieron regenerar
mayor cantidad de plantas en menor tiempo (30 dias), respecto de otras
citocininas (TDZy ZEA).
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En funcion de la concentracion, el TDZ disminuyé marcadamente la brotacion

e inhibi6 la formacion de raices.

El BAP en su menor concentracion (1 mg.I'") fue la citocinina que generé
mayor produccién de mdultiples vastagos en el clon EC 118. A su vez, este
medio permiti6 obtener mdltiples vastagos en el 100% de los clones

evaluados, aunque con diferentes tasas de crecimiento.

Al adicionar 1 mg.I* de BAP al medio basal MS, el nimero promedio de
vastagos generados por planta varié entre 2,2 y 4,4, mientras que el nUmero
de nudos lo hizo entre 4,8 y 15,3 para los diferentes clones evaluados.

Los vastagos generados fueron exitosamente enraizados en el medio MS
adicionado con 0,01 mg.I* de ANA, 0,01 mg.I"* de BAP y 0,1 mg.I" de AGs..

Fue posible regenerar plantas a partir de segmentos uninodales de mandioca
menores a 5 mm encapsulados en alginato de calcio y cultivados sobre MS
sin RCV, MS adicionado con 0,01 mg.I"* de ANA, 0,01 mg.I* de BAP y 0,1
mg.I" de AG;y MS adicionado con 1 mg.I™* de 2iP, obteniéndose a los 30 dias
de cultivo, porcentajes de regeneracion de 66,7%, 72,2% y 21,5%

respectivamente.

El porcentaje de enraizamiento de los segmentos encapsulados en alginato
de calcio y cultivados sobre MS sin RCV y sobre MS adicionado con 0,01
mg.I'* de ANA, 0,01 mg.I" de BAP y 0,1 mg.I" de AG; fue igual o mayor
comparado con los segmentos sin encapsular. Por tal motivo se sugiere

pretratar los segmentos encapsulados con soluciones nutritivas y/o RCV.

Cuando se adicionaron a la capsula de alginato de calcio los diferentes
medios evaluados, a modo de endosperma artificial, se produjo brotacién de
las microestacas en todos casos, contemplando la incubacién de las capsulas

sobre medios y soportes distintos.

En las capsulas adicionadas con MS con o sin RCV, solo ocurrié
enraizamiento en un bajo porcentaje de explantes. Es probable que la
elevada concentracion salina del medio de cultivo que rodea al explante

encapsulado influya negativamente sobre su enraizamiento.

A fin de optimizar la regeneracion de plantas a partir de segmentos
uninodales encapsulados de mandioca, seria importante realizar

combinaciones de RCV o inducir la formaciébn de raices previo a la
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encapsulacion de los segmentos, a fin de garantizar la generacion de raices

en el menor tiempo, tal como se ha conseguido en otras especies.

53



CAPITULO 3

EMBRIOGENESIS SOMATICA EN CLONES DE MANDIOCA CULTIVADOS EN
ARGENTINA

3.1. Introduccion

Desde el punto de vista de la propagacion, la embriogénesis somatica es
considerada el sistema potencialmente mas eficiente, ya que permitiria obtener
cantidades virtualmente ilimitadas de plantas (Villalobos y Thorpe, 1991;
Raemakers et al.,, 1997). A ésto se suma su empleo para la regeneracién de
plantas en el marco de los programas de transformacién genética y la posibilidad
de obtener semillas sintéticas mediante la encapsulacion de los embriones

somaticos (Guerra et al., 1999).

El patrén de desarrollo de los embriones somaticos en las dicotileddéneas
presenta muchas caracteristicas morfolégicas similares al de los embriones
cigéticos, ya que ambos pasan por los estadios de desarrollo pro-embrionarios y
embrionarios propiamente dichos: globular, corazén, torpedo y cotiledonar
(Zimmerman, 1993; Guerra et al., 1999; Vila, 2006), para luego convertirse en
plantas completas. Sin embargo pueden ocurrir algunas anormalidades durante el
desarrollo de los embriones somaticos, por ejemplo, la fasciacion y la fusion de los
cotiledones (Litz y Jarret, 1991), que se ven reflejadas en el bajo porcentaje de
embriones que se convierten en plantas (Szabados et al., 1987; Raemakers et al.,
1997; Vila, 2006).

Desde que la embriogénesis somatica en mandioca, fue descripta por
primera vez por Stamp y Henshaw (1982), se reporté la formacion de embriones

somaticos a partir de distintos tejidos (Tabla 3.1).

Diferentes protocolos fueron desarrollados a fin de optimizar la
regeneracion de plantas de mandioca a partir de embriones sométicos. Stamp y
Henshaw (1987b) propusieron un protocolo en dos etapas, en el cual primero se
induce la formacion de embriones sométicos en medio basal MS adicionado con 2
a 12 mg.I" de 2,4-D (etapa 1), que luego son transferidos a un medio constituido
por MS suplementado con 0,01 mg.I* de 2,4-D y 0,1 mg.I* de BAP (etapa II).
Szabados et al., (1987) lograron mejorar el desarrollo de los vastagos formados a

partir de embriones somaticos, mediante la adicion de AG; en el medio de
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maduracion. Por otra parte, Mathews et al., (1993) propusieron un nuevo método
que incluye una etapa de cultivo de los embriones somaticos en medio MS libre de
RCV vy adicionado con 0,5% de carbon activado, seguido por desecacion y
posterior transferencia al medio MS libre de RCV.

Tabla 3.1: Tipos de explantes utilizados para inducir embriogénesis somatica en

mandioca y referencias bibliograficas correspondientes.

Tipo de explante Referencia bibliogréafica

Cotiledones y ejes embrionarios | Stamp y Henshaw, 1987a
de embriones cigoéticos Konan et al., 1994b

Stamp y Henshaw, 1987b

Szabados et al., 1987

Mathews et al., 1993

Raemakers et al., 1993a; 1993b; 1993c
Mroginski y Scocchi, 1993

Cabral et al., 1993

Sudarmonowati y Henshaw, 1993
Mukherjee, 1995

Hojas o l6bulos foliares Galdeano et al., 1996
inmaduros Sofiari et al., 1997
Mussio et al., 1998;
Li etal., 1998

Guohua; 1998

Joseph, et al., 1999
Medero et al., 2000

Taylor et al., 1993; 2001
Guohua 'y Xu, 2002
Medina et al., 2003
lhemere, 2003

Hankoua et al., 2005; 2006
Atehnkeng et al., 2006

Le et al., 2007

Szabados et al., 1987

Stamp y Henshaw, 1987b
Meristemas Medero et al., 2000

y &pices caulinares Hankoua et al., 2005; 2006

Feitosa et al., 2007

Medero et al., 2000

Yemas axilares Rengifo et al., 2006
Atehnkeng et al., 2006
Inflorescencias inmaduras Woodward y Puonti-Kaerlas, 2001
Anteras Mukherjee, 1995
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Sin embargo, la embriogénesis somética en mandioca continta
presentando serias limitaciones. Una de ellas es la baja eficiencia en la
regeneracion (Szabados et al., 1987; Mathews et al., 1993; Mroginski y Scocchi,
1993; Konan et al.,, 1994b; Galdeano et al.,, 1996; Medina et al., 2003). Otras
limitantes no menos importantes, son la lentitud del proceso (Raemakers et al.,
1993c) y la alta dependencia con respecto al genotipo, la fuente de explantes y el
tipo de explantes (Szabados et al.,, 1987; Mroginski y Scocchi, 1993; Puonti-
Kaerlas, 1998; Medina et al., 2003). En este sentido, existen muchos cultivares en
los cuales aun no ha sido posible inducir la formacidon de embriones soméaticos
(Mroginski y Scocchi, 1993; Galdeano et al., 1996; Puonti Kaerlas, 1998; Ihemere,
2003; Medina, et al., 2003).

Existen diferentes factores que afectan la embriogénesis soméatica y que
pueden ser manipulados con el objetivo de optimizar la frecuencia y calidad
morfoldégica de los embriones somaticos generados, tales como: a) el tipo de
explante y su estado fisiolégico, b) la composicibn del medio nutritivo,
especialmente con respecto al balance de sales minerales, a la concentracion y
tipos de carbohidratos presentes, a la concentracion y tipos de RCV y el tiempo de
exposicion a ellos y c) las condiciones de incubacion (Litz y Jarret, 1991; Guerra et
al., 1999; Phillips, 2004). Algunos de estos factores deben ser ajustados o
completamente modificados durante la maduracion de los embriones somaticos,
etapa en la cual éstos adquieren competencia para convertirse en plantas (Thorpe,
2000).

Este capitulo tiene como objetivo evaluar la capacidad embriogénica de
clones de mandioca cultivados en Argentina y estudiar la influencia de diferentes
factores (RCV, fuentes carbonadas, tipos de explantes y tiempos de induccion)

sobre la produccion de embriones sométicos y su posterior conversion a plantas.

3.2. Materiales y métodos
3.2.1. Material vegetal

El material vegetal utilizado en el ensayo de evaluacion de la capacidad
embriogénica consisti6 en 33 clones de mandioca (Manihot esculenta Crantz),
provenientes del Banco de Germoplasma de la EEA INTA El Colorado, Formosa,
Argentina (Tabla 3.2) y el clon colombiano MCOL1505 proveniente del Centro
Internacional de Agricultura Tropical, que fue incluido en este estudio a modo de

control positivo, debido a su gran capacidad para generar embriones somaticos in
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vitro. En el resto de los experimentos realizados se utilizé sélo el clon EC 118, por

ser el que demostr6 mayor capacidad embriogénica.

Tabla 3.2: Procedencia y principales caracteristicas de los clones de mandioca del

Banco de Germoplasma de la EEA INTA El Colorado, Formosa, evaluados con

respecto a su capacidad embriogénica.

kg/ N° Raices kg Raiz  |Altura | Color
Clon Procedencia Planta | Com | Desc | Com | Desc iz iz
planta raiz

EC22 Col Drifin Pora Ctes 2,200 28 5 6,6 0,75 2,85 | Blanca
EC107 | EEAEC Marifio 3,030 25 9 9,1 1,00 2,80 | Marrén
EC44 Picada Sur Javier Misiones 3,300 26 11 11,1 | 1,60 2,45 | Blanca
EC42 Paraje Lopez Misiones 5,330 37 5 16 0,70 2,25 | Marrén
EC6 Monte Caseros, Ctes 2,930 17 6 8,8 0,60 3,00 | Blanca
EC20 Ing. Judrez, Fsa 1,760 17 9 53 1,00 2,30 | Marrén
EC88 Cahuare Misiones 3,700 19 5 11,1 | 0,55 2,00 | Marrén
EC19 Paso Ita, Cles 1,730 12 5 52 0,80 1,60 Blanca
EC26 Col San Justo, Ctes 1,660 17 7 5,0 0,65 1,50 | Marrén
EC24-10 | Col Drifin Pora, Ctes 1,916 17 11 575 | 1,50 1,50 | Marrén
EC299 | ColSanJusto, Ctes 2,030 13 6 6,1 1,10 1,70 | Marrén
EC3 Col Santa Ana, Ctes 3,160 21 7 9,5 1,00 2,10 | Marrén
EC90 Cahuare Misiones 4,200 27 5 12,6 | 0,80 1,90 | Marrén
EC157 | Manantiaes, Ctes 2,400 19 3 7.8 0,30 1,90 | Marrén
EC165 | Manantiales RaizBlanca, Ctes | 2,900 22 7 8,7 1,00 1,80 Blanca
EC161 | Yrgoyen, Fsa 2,660 22 6 8,0 0,70 1,90 | Marrén
EC110 | Pomberi 2,730 24 10 8,2 0,90 2,00 | Blanca
EC111 | CampeonaCB. 2,860 18 10 8,6 1,30 1,80 | Marrén
EC74 Km 1124 San Javier, Ctes 1,800 20 18 5,4 1,30 2,05 | Blanca
EC113 |EEA EC,Negra Fsa 1,860 17 3 5,6 0,20 1,80 | Blanca
EC23 Drifin Pora 0,900 16 3 2,7 0,20 1,30 | Blanca
EC118 | C.A63, Misiones 2,160 18 2 6,5 0,30 1,80 | Blanca
EC124 | Yeruti 3,860 20 5 11,6 | 0,60 2,20 | Blanca
EC1-1 Col. Sta Ana, Entre Rios 1,860 16 4 5,6 0,60 3,00 | Blanca
EC121 | C.A 251, Misiones 3,000 24 4 9,0 0,60 2,90 | Marrén
EC163 | Manantiaes, Ctes 1,160 12 5 3,5 1,60 2,20 | Blanca
EC274 | SanJusto, Ctes 3,730 21 0 11,2 0 2,00 | Marrén
EC162 | Sincaracterizacion - - - - - - -

EC168 | Manantiales Comnientes 2,860 20 0 8,60 | 0,00 1,65 Blanca
EC53 Cahuaré, Misiones 5,230 24 7 15,7 | 1,20 2,40 Marrén
EC170 | Sincaracterizacion - - - - - - -

EC89 Cahaguaré, Misiones 2,360 18 5 7,10 | 0,90 1,85 | Marrén
EC4 Monte Caseros, Corrientes 2,230 15 4 6,70 | 0,50 2,40 | Blanca

Com: comercial. Desc: descarte. Fuente: EEA INTA EIl Colorado. Datos no publicados
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3.2.2. Evaluacién de la capacidad embriogénica de 34 clones de mandioca

Se utilizaron como explantes &pices caulinares provenientes de plantas
mantenidas in vitro en medio basal MS adicionado con 0,01 mg.I* de ANA, 0,01
mg.I"* de BAP y 0,1 mg.I"* de AGs.

Los explantes fueron cultivados en tubos de vidrio de 12 ml con 3 ml de
medio MS adicionado con 2% de sacarosa y 6 mg.I"* de 2,4-D, por ser éste uno de
los medios mas eficientes para inducir embriogénesis somatica en mayor cantidad
de clones (Stamp y Henshaw, 1987; Raemakers et al., 1993a; Medina et al., 2003).
Luego de cultivados, los tubos fueron incubados en un cuarto climatizado a 27+2°C

en condiciones de oscuridad durante 30 dias.

Posteriormente, los callos formados, con embriones somaticos o sin ellos,
se transfirieron al medio de maduracién propuesto por Szabados et al., (1987),
compuesto por medio MS adicionado con 2% de sacarosa, 0,01 mg.I* de 2,4-D,
0,1 mg.I" de BAP y 1 mg.I"* de AG;y se incubaron en un cuarto climatizado a

27+2°C, con un fotoperiodo de 14 h (irradiancia de 116 pmol m'zs'l). A los 30 dias, se
los transfirié al medio MS adicionado con 0,01 mg.I"* de ANA, 0,01 mg.I* de BAP y

0,1 mg.I"* de AG;, a fin de favorecer el desarrollo de las plantas.

El pH de todos los medios de cultivo se ajusté a 5,8 con soluciones de KOH
y/o HCI. Los medios se solidificaron con 0,75% de agar (Sigma® A1296) y se
esterilizaron en autoclave a 1 atmésfera de presion (120°C) durante 20 minutos. El
AG; fue esterilizado mediante filtracion (filtros Millipore 0,22 uym) y luego agregado

al medio de cultivo, que fue dispensado en camara de flujo laminar de aire estéril.

Los parametros evaluados fueron: porcentaje de embriogénesis y nimero
de embriones somaticos producidos por explante en las etapas de induccion y de
maduracion, porcentaje de embriones somaticos germinados, teniendo en cuenta
el criterio utilizado por Mathews et al., (1993) el cual denota la elongacién de la

radicula y porcentaje de plantas regeneradas para cada clon.

3.2.3. Evaluacion del efecto de diferentes auxinas y tipos de explantes sobre

la embriogénesis somética en mandioca

Se utilizaron como explantes &pices caulinares y yemas axilares
provenientes de plantas de mandioca del clon EC 118 (por resultar el de mayor
capacidad embriogénica en el experimento previo), mantenidas in vitro en medio
MS adicionado con 0,01 mg.I* de ANA, 0,01 mg.I* de BAP y 0,1 mg.I" de AGs. Los
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explantes fueron cultivados en tubos de vidrio de 12 ml conteniendo 3 ml del medio
MS adicionado con 2% de sacarosa y cinco reguladores de crecimiento: 4-CPA,
2,4-D, 2,4,5-T, NOA y Picloram, en tres concentraciones diferentes: 2 mg.l'l, 6 mg.rl
y 10 mg.I* (Tabla 3.3). Luego de cultivados, los explantes fueron incubados en un
cuarto climatizado a 27+2°C en condiciones de oscuridad durante 30 dias.

Tabla 3.3: Tratamientos realizados para evaluar el efecto de diferentes tipos y
concentraciones de auxinas en el medio de induccion sobre la embriogénesis

somatica en mandioca.

Tratamiento Medio
Ty 2 mg.I" 4-CPA
T, 6 mg.I" 4-CPA
Ts 10 mg.I" 4-CPA
T, 2 mg.I" 2,4-D
Ts 6 mg.I" 2,4-D
Ts 10 mg.I* 2,4-D
T, 2mg.l" 2,45T
Ts 6 mg.I" 2,4,5-T
To 10 mg.I* 2,4,5-T
T1o 2 mg.I" NOA
Tn 6 mg.I" NOA
ne 10 mg.I* NOA
Tis 2 mg.I"* Picloram
T1a 6 mg.I"* Picloram
Tis 10 mg.I"* Picloram

El procedimiento seguido posteriormente, las condiciones de incubacion de
los embriones somaticos y las variables evaluadas fueron las mismas que se
detallaron en el apartado anterior (3.2.2). Ademas se calculé el indice de

embriogénesis (IE) como:

_ % de embriogénesis somatica x N° promedio de embriones somaticos
100

IE
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3.2.4. Evaluacion del efecto de diferentes tiempos de induccién sobre la

embriogénesis somatica en mandioca

Se continuaron utilizando como explantes &pices caulinares y yemas
axilares provenientes de plantas de mandioca del clon EC 118, mantenidas in vitro
en el medio MS adicionado con 0,01 mg.I" de ANA, 0,01 mg.I" de BAP y 0,1 mg.I"*
de AG;. Los explantes fueron cultivados en tubos de vidrio de 12 ml conteniendo 3
ml del medio MS adicionado con 2% de sacarosa y 6 mg.I" de 2,4-D e incubados
en un cuarto climatizado a 27+2°C en condiciones de oscuridad durante diferentes
periodos de tiempo: 10 dias (T,), 20 dias (T,) y 30 dias (T3).

El procedimiento seguido posteriormente, las condiciones de incubacién de
los embriones somaticos y las variables evaluadas fueron las mismas que se

detallaron en el apartado 3.2.2.

3.2.5. Evaluacion del efecto de diferentes fuentes carbonadas en el medio de

induccion sobre la embriogénesis somatica en mandioca

Se utilizaron como explantes so6lo yemas axilares del clon EC 118 (por
existir mayor disponibilidad del material, habiendo demostrado en los experimentos
previos una importante capacidad embriogénica), provenientes de plantas
mantenidas in vitro en el medio MS adicionado con 0,01 mg.I'* de ANA, 0,01 mg.I*
de BAP y 0,1 mg.I" de AGs. Los explantes fueron cultivados en tubos de vidrio de
12 ml conteniendo 3 ml del medio MS sin sacarosa adicionado con 6mg.I"* de 2,4-D
y cinco fuentes carbonadas: glucosa, fructosa, sacarosa, galactosa y rafinosa, en
tres concentraciones diferentes: 1%, 3% y 5% (Tabla 3.4). Luego de cultivados, se
los incubd en un cuarto climatizado a 27+2°C en condiciones de oscuridad durante
30 dias.

El procedimiento seguido posteriormente, las condiciones de incubacion de
los embriones somaticos y las variables evaluadas fueron las mismas que se

detallaron en el apartado 3.2.2.
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Tabla 3.4: Tratamientos realizados para de evaluar el efecto de diferentes tipos y
concentraciones de fuentes carbonadas adicionadas al medio de induccién, sobre

la embriogénesis somética en mandioca.

Tratamiento Medio
T Glucosa 1%
T, Glucosa 3%
Ts Glucosa 5%
T, Fructosa 1%
Ts Fructosa 3%
Te Fructosa 5%
T Sacarosa 1%
Tg Sacarosa 3%
Tg Sacarosa 5%
Tio Galactosa 1%
Tia Galactosa 3%
T Galactosa 5%
Tis Rafinosa 1%
Tia Rafinosa 3%
Tis Rafinosa 5%

3.2.6. Disefio experimental y analisis estadistico de los resultados

El disefio de los experimentos fue completamente aleatorizado, con 3
repeticiones de 10 explantes cada una para cada tratamiento (o para cada clon en
el experimento detallado en el apartado 3.2.2).

Los datos obtenidos fueron sometidos al andlisis de varianza, utilizando el
programa estadistico InfoStat/P version 1.1 (InfoStat, 2002), previa verificacion de
la normalidad de las variables. Las variables expresadas en porcentaje (x) fueron
transformadas mediante V(x/100 + 0,5) mientras que las demas variables (x) que
no mostraron distribucién normal se transformaron mediante V(x + 0,5) a fin de
normalizarlas. Cuando el ANOVA detecté diferencias significativas, se compararon
los valores medios de las variables evaluadas, mediante el Test de Comparaciones

Multiples de Duncan.
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3.3. Resultados y Discusion
3.3.1. Evaluacion de la capacidad embriogénica de 34 clones de mandioca

A los 30 dias de cultivo en medio de induccion, fue posible observar en
todos los clones evaluados, la formacién de callos no embriogénicos de aspecto
friable y de callos embriogénicos de aspecto muscilaginoso. Estos ultimos
originaron embriones somaticos en distintos estadios, coincidiendo con lo hallado
por Medina et al. (2003). Al finalizar la etapa de induccion el 79,4% de los clones
evaluados (27 clones) presentaron embriones somaticos, hallandose diferencias
significativas entre clones con respecto al porcentaje de embriogénesis somatica
(p<0,01), que varié entre 3% y 44% (Tabla 3.5; Fig. 3.1). Estos valores son
similares a los informados por Atehnkeng et al., (2006) para 11 clones de mandioca

cultivados en Africa.

El nimero promedio de embriones somaticos observados en la etapa de
induccién presentd diferencias significativas entre clones (p<0,01), variando entre
0,7 y 3,7 embriones sométicos para los clones cultivados en Argentina, mientras
qgue el clon MCOL 1505 diferencié, en promedio, 7 embriones somaticos (Tabla
3.5; Figs. 3.2y 3.6 A).

En la etapa de maduracion se registr6 un aumento en el nimero de clones
que generaron embriones somaticos, asi como en la cantidad de embriones
somaticos por explante. El 82,4% de los clones evaluados (28 clones) presenté
embriones somaticos en estadios de torpedo o cotiledonar. Se hallaron diferencias
significativas entre los clones con respecto al porcentaje de embriogénesis
(p<0,01), variando entre 3% y 50%. Los mayores valores correspondieron al clon
EC 118, que superd al clon colombiano MCOL 1505, utilizado como control por ser
considerado altamente embriogénico. Estos valores coinciden con lo reportado por
Medina et al. (2003) y son superiores a los obtenidos por Atehnkeng et al. (2006).
En solo dos clones (EC 20 y EC 22) se observaron embriones globulares en la
etapa de induccién (7% y 3% respectivamente) que fueron cubiertos por el callo y
no prosperaron en la etapa de maduracion, coincidiendo con lo observado por
Raemakers et al., (1993b) y Atehnkeng et al., (2006). Mientras que tres clones (EC
121, EC 111 y EC 27-4) que no habian formado embriones somaticos en la etapa
de induccion, lo hicieron en la de maduracién (3%, 7% y 3% respectivamente)
(Tabla 3.5; Fig. 3.3).

El nimero promedio de embriones somaticos por explante aumentd en la

etapa de maduracion, observandose diferencias significativas entre los clones
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(p<0,01) con valores que oscilaron entre 0,3 y 6,2 para los clones cultivados en
Argentina, ascendiendo a 7,6 para el clon MCOL 1505 (Tabla 3.5; Figs. 3.4y 3.6 B
y C). Es importante destacar que se observaron embriones fusionados en la

mayoria de los clones.

Durante esta etapa fue posible observar la formacion de estructuras foliosas
en la mayoria de los clones (79%), tal como fuera reportado por Stamp y Henshaw
(1987b), Raemakers et al., (1993b); Konan et al., (1994a) y Mussio et al., (1998).
Coincidiendo con estos autores, las estructuras foliosas no se desarrollaron
posteriormente y no expresaron competencia embriogénica, tal vez por el efecto
inhibitorio del BAP presente en el medio de maduracién (Atehnkeng, et al., 2006)
(Fig. 3.6 D).

La amplia variacion en el porcentaje de embriogénesis y en el nimero
promedio de embriones somaticos por explante en los diferentes clones evaluados,
evidencia la importancia del genotipo con respecto a la capacidad embriogénica, tal
como expresaron Szabados et al., (1987); Mroginski y Scocchi (1992); Taylor et al.,
(1993); Sudarmonowati y Henshaw (1993); Medina et al., (2003) y Hankoua et al.,
(2005) y sugiere algun tipo de control genético subyacente. En este sentido es
importante destacar la eficiencia del medio de induccién empleado, sugerido por
Stamp y Henshaw (1987b), Raemakers et al., (1993a), Li et al., (1998) y Medina et
al., (2003) ya que a pesar de las diferencias a nivel de genotipo, permitié inducir la
formacion de embriones en 30 de los 34 clones evaluados (88%) si se consideran
todos los clones que brindaron respuesta embriogénica en las fase de induccién
y/o la de maduracion. La respuesta generalizada de los clones al medio de
induccién compuesto por 2,4-D es contraria a lo informado por Taylor et al., (1993)
quienes para 15 clones de mandioca africanos y uno sudamericano obtuvieron

respuestas mas efectivas con Picloram que con 2,4D.

Por otra parte, Sudarmonowati y Henshaw (1993) observaron que los
clones de mandioca que no produjeron embriones somaticos en medios
suplementados con 2,4-D, respondieron, en cambio, en medios con elevadas dosis
de Picloram o Dicamba. Por tal motivo seria de interés evaluar la respuesta a esos
reguladores de crecimiento en los 4 clones de mandioca que en este experimento
no produjeron embriones somaticos (EC 44, EC 88, EC 107 y EC 163).

La germinacion de los embriones somaticos, solo fue posible en el 47% de
los clones (16 clones). El porcentaje de embriones que germinaron varié entre

0,4% a 11,6% para los diferentes clones, a pesar de haber incorporado AG; al
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medio de maduracion a fin de favorecer la extension del tallo y la formacion de
hojas maduras, tal como propusieron Szabados et al., (1987) y Taylor et al., (1993).
Los valores obtenidos resultaron inferiores a los reportados por Medina et al.,
(2003), quienes para otros clones cultivados en Argentina utilizaron el medio sin
AG; propuesto por Stamp y Henshaw (1987b). Sélo el clon EC 113 presentd un
elevado porcentaje de germinacion (68,9%) (Figs. 3.5y 3.6 E).

Se observo la conversién a plantas en 9 de los 34 clones evaluados
(26,5%): EC 113, EC 118, EC 162, EC70, EC 6, EC110, EC 74, EC 169 y EC 1505
(Fig. 3.6 F). Esto supone un incremento importante en la cantidad de clones con
capacidad para regenerar plantas enteras de interés agronémico para Argentina,
con respecto al obtenido por Mroginski y Scocchi (1993), Galdeano et al., (1996) y
Medina et al., (2003). El porcentaje de conversién a planta, con respecto a los
embriones germinados, varié entre 0% y 23,3%, siendo inferior a lo hallado por
Medina et al., (2003), con excepcién del clon EC 113 que presentd un porcentaje
de conversion a planta significativamente superior (66,7%). Los bajos valores de
conversion a planta coinciden con lo informado por Szabados et al., (1987),
Mroginski y Scocchi (1993), Taylor et al., (1993), Galdeano et al., (1996), Puonti-
Kaerlas (1998); Medina et al., (2003) y Hankoua et al., (2005).
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Tabla 3.5: Porcentaje de embriogénesis somatica y numero promedio de
embriones somaticos por explante en las etapas de induccién y maduracion para

34 clones de mandioca.

Clones Embriogénesis N° embriones

somatica somaticos/explante

%)
Induccion | Maduraciéon | Induccién Maduracion

EC 22 3,3% 0,0% 1,0%° 0,0°
EC 107 0,0% 0,0° 0,0° 0,0%
EC 44 0,0% 0,0° 0,0° 0,0%
EC 88 0,02 0,0% 0,0% 0,0%
EC 113 6’4abcd 13,1abcd 1,7abc 1,5abc
EC 157 6,72 3,32 0,7%® 0,7%
EC 121 0,02 3,3% 0,0% 0,3%
EC 20 7,030 0,0% 0,72 0,0°
EC 161 6,73 10,02 0,72 1,2%¢
EC 163 0,0% 0,0° 0,0° 0,0%
EC 6 16,782bcde 39,8° 1,0%° 2,3%c
EC 162 6,72 10,02 3,30 2,8%¢
EC 24-10| 3,7%*° 3,37 0,7%° 0,3%
EC 1.1 23,3¢0 46,7 2,28bc 2,38
EC 3 20,7°% 26,1%° 3,7¢ 6,2%
EC 111 0,0% 6,7% 0,0? 2,0%¢
EC 170 3,3% 3,3% 1,0%° 2,38
EC 4 22,0°cde 27,4% 1,6%° 3,30
EC 110 16,7abcde 16,7abcd 2,Oabc 312abcd
EC29-9 | 10,4 10,02 2,7 3,0%
EC 90 17,43bcde 7,0%® 1,0%° 0,73
EC 42 g8,330cd 8,33 0,7%® 0,3%
EC 89 21,9bcde 11,1abcd 2,7abc 1,2abc
EC 23 13,3abcd 16,7abcd l’7abc 1’1abc
EC 19 16,7abcde l0,0ade 1’2abc O’Sabc
EC 168 16’7abcde 23’3bcde l'3abc 2,1abc
EC 118 44,0 50,0" 3,6% 4,1%
EC 26 26,7 16,720 2,43b¢ 2,78
EC 27-4 0,0% 3,32 0,0? 0,7%¢
EC 74 l0,0ade 13’3abcd l'5abc Z,Sabc
EC 165 3,3% 6,7% 0,72 0,73
EC 124 22,4bcde 25,8%¢ 1,8%° 2,38
EC 169 10,03 15,030 3,7° 3,7°
MCOL1505| 33,3 46,7 7,0 7,6°

Letras distintas en las columnas indican diferencias altamente significativas
(p<0,01)
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Fig. 3.6: Diferentes etapas en la embriogénesis somatica: (A) Induccién de

embriones sométicos; (B y C) Maduracion de los embriones somaéticos; (D)
Estructuras foliosas; (E) Germinacion de embriones sométicos; (F) Planta

regenerada a partir de embriones somaticos.
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3.3.2. Evaluacion del efecto de diferentes auxinas y tipos de explantes sobre

la embriogénesis somética en mandioca

Fue posible inducir la formacion de embriones somaticos en todos los
medios de cultivo evaluados, independientemente del tipo de auxina y de la

concentracion empleada.

Al finalizar la etapa de induccion se hallaron diferencias significativas entre
los medios con respecto al porcentaje de embriogénesis obtenido a partir de 4pices
caulinares (p<0,01), con valores entre 10% y 67,5%. A los 30 dias de ser
transferidos a medio de maduracion, las diferencias entre los medios de cultivo
continuaron siendo significativas con respecto a esta variable (p<0,01). Los
porcentajes de embriogénesis se mantuvieron aproximadamente entre los mismos
valores (10% y 64,2%) con leves variaciones entre los medios con respecto a la
etapa anterior (Tabla 3.6; Fig. 3.7). Los mayores porcentajes de embriogénesis al
utilizar apices caulinares como explantes se obtuvieron con las concentraciones
mas elevadas de 2,4-D y Picloram (6 y 10 mg.I"). El 2,4,5-T, en su menor
concentracion (2 mg.I") no difirid significativamente de las auxinas de mejor
desempefio. En general, se observaron mejores resultados con las mayores
concentraciones de la auxinas evaluadas, a excepcion del 2,4,5-T y el 4-CPA
(Tabla 3.6; Fig. 3.7).

El porcentaje de embriogénesis somatica obtenido al utilizar como
explantes yemas axilares vari6 significativamente entre los medios evaluados tanto
en la etapa de induccibn como en la de maduracién (p<0,01), observandose
embriones somaticos en todos los medios y registrandose valores entre 6,7% y
73,3% en ambas etapas. Si bien los valores maximos y minimos son similares a los
obtenidos con &pices caulinares, las yemas axilares permitieron obtener
porcentajes de embriogénesis superiores al 50% en 8 de los 16 medios evaluados,
mientras que en el caso de los apices so6lo 4 medios produjeron mas del 50% de
embriogénesis somatica. Los mayores porcentajes de embriogénesis se obtuvieron
en los medios adicionados con 2,4-D en todas las concentraciones, manteniéndose

una tendencia similar a la observada con los apices caulinares (Tabla 3.6; Fig. 3.8).

Rengifo et al., (2006) reportaron porcentajes de embriogénesis similares a
los obtenidos en este trabajo (70% y 40%) a partir de yemas axilares de dos
clones diferentes cultivados en medio MS adicionado con 6 mg.I* de 2,4-D. En este
sentido, Medero et al., (2000) informaron porcentajes de embriogénesis

significativamente superiores al utilizar como explantes yemas axilares, con
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respecto a los apices caulinares y a las hojas inmaduras cultivados en medio de
induccién adicionado con diferentes dosis de 2,4-D resultando, en todos los casos,
inferiores a los valores obtenidos en el presente estudio. Contrariamente
Atehnkeng et al., (2006) reportaron un mayor porcentaje de embriogénesis al
cultivar en el medio MS adicionado con Picloram I6bulos foliares inmaduros

(21,7%), con respecto a las yemas axilares (13,8%).

El efecto positivo de concentraciones crecientes de 2,4-D (hasta 8 o 12
mg.I™") sobre la embriogénesis somatica en mandioca fue reportado por Stamp y
Henshaw (1987b); Raemakers et al., (1993a; 1993b); Cabral et al., (1993); Guohua
(1998); Li et al., (1998); lhemere, (2003); Rengifo, et al., (2006) y Le et al., (2007).
Medero et al., (2000) obtuvieron mejores resultados con 2 y 4 mg.I* de 2,4-D, al
emplear como explantes apices caulinares y yemas axilares. Por otra parte,
Ihemere (2003) informd que la respuesta embriogénica de las hojas inmaduras de
mandioca mostraba mayor dependencia del genotipo cuando se utilizaba Picloram
en el medio de induccién con respecto al 2,4-D. Esto es contrario a lo reportado por
Taylor et al. (2001).

La adicion de 10 mg.I" de NOA en el medio de induccién produjo un 46% y
57% de embriogénesis somatica, a partir de apices caulinares y yemas axilares
respectivamente, sin presentar diferencias significativas con respecto a los valores
obtenidos al utilizar las mejores concentraciones de 2,4-D o Picloram (p<0,01)
(Tabla 3.6; Figs. 3.7 y 3.8). Este valor es claramente superior al 5% informado por
Stamp y Henshaw (1987b) para l6bulos foliares inmaduros incubados sobre un

medio adicionado con 12 mg.I* de NOA.

El nimero promedio de embriones somaticos obtenidos a partir de apices
caulinares presenté diferencias significativas entre los medios evaluados (p<0,01),
registrandose valores entre 0,6 y 9,8 embriones en la etapa de induccién, que
llegaron a un maximo de 12,4 en la etapa de maduracion, coincidiendo con lo
informado por Le et al., (2007). Los mayores valores se registraron en los medios
adicionados con Picloram. En general, concentraciones crecientes de las diferentes
auxinas evaluadas aumentaron la cantidad de embriones somaticos producidos, a
excepcion del 2,4,5-T que presentd el comportamiento opuesto (Tabla 3.6; Figs.
3.9y 3.13A).

Las yemas axilares también brindaron una respuesta significativamente
diferente en los distintos medios evaluados con respecto al nUmero promedio de

embriones soméaticos generados (p<0,01). Si bien los apices caulinares produjeron
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mas embriones somaticos en el medio adicionado con 10 mg.I* de Picloram,
nuevamente la respuesta de las yemas axilares fue mas homogénea en los
diferentes medios (entre 0,8 y 8,2 embriones sométicos), registrandose 6 medios
con mas de 5 embriones por explante. Los medios que brindaron las mejores
respuestas con los apices caulinares, también lo hicieron con las yemas axilares
(Tabla 3.6; Figs. 3.10 y 3.13 B). Coincidiendo con Rengifo et al., (2006), el mayor
nimero de embriones somaticos por explante se obtuvo con 6 y 10 mg.I"* de 2,4-D,
si bien los valores informados por esos autores son superiores a los obtenidos en

este trabajo.

El indice de embriogénesis (IE) presenté diferencias significativas entre los
medios evaluados para los dos tipos de explantes (p<0,01). Si bien en ambos
casos fue posible observar un patrén similar con respecto a los medios que
brindaron las mejores respuestas, los &pices caulinares tuvieron el mejor
desempefio con 10 mg.' de Picloram, mientras que las yemas axilares
respondieron mejor con 6 y 10 mg.I* de 2,4-D (Tabla 3,7; Fig. 3.11). Segin Guerra
et al., (1999) la respuesta diferencial de distintos tipos de explantes pertenecientes
a un mismo genotipo ante diferentes RCV, podria deberse a la presencia de una
mayor cantidad de receptores para determinado RCV en las células de un tipo de
explante, mientras que las células de otro tipo de explante, del mismo clon,

tendrian mayor cantidad de receptores para otro(s) RCV.

El porcentaje de germinacion no presento diferencias significativas entre los
medios para ninguno de los explantes evaluados (p<0,01). Los valores variaron
entre 0% y 61% para los apices caulinares y 6,7% y 40% para las yemas axilares.
En ambos casos los mayores valores se obtuvieron con 6 mg.I"* de 2,4,5-T (Tabla
3.7; Figs. 3.12y 3.13 Cy D).

El porcentaje de plantas regeneradas, en funcién del numero de embriones
somaticos germinados, vari6 para ambos tipos de explantes entre 0% y 33%,
obteniéndose plantas en 4 de los medios evaluados cuando se utilizaron apices
caulinares y en 6 de los medios cuando se utilizaron yemas axilares. En ambos
casos, el mayor porcentaje de conversion a planta se obtuvo en los medios
adicionados con NOA (2 y 6 mg.I™"), siendo posible también la conversién a planta
en los medios adicionados con 2,4-D y Picloram en ambos tipos de explantes.
Estos ultimos valores son similares a los reportados por Medina et al., (2003) para

clones de mandioca cultivados en Argentina.
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Tabla 3.6: Porcentaje de embriogénesis somatica y numero promedio de
embriones soméaticos en la etapa de maduracion, para diferentes explantes de

mandioca (clon EC 118) cultivados en medio MS adicionado con distintas auxinas.

Embriogénesis N° embriones

Trat|] Auxina | Concentracion somaética (%) somaticos/explante

(mg.I") Apices Yemas Apices Yemas

caulinares axilares caulinares axilares
1 2 mg.I* 27,982bcde 53,3 4,2 5,9
2 | 4-cCPA 6 mg.I* 18,22 26,7 3,5%¢ 2,5
3 10 mg.I* 11,7%° 37,7 3,7%¢ 2,9
4 2 mg.I* 38,3 70,0% 4,8 5,6
5 2,4-D 6 mg.I* 64,2 73,3° 6,5 8,0°
6 10 mg.I* 64,2 63,3% 6,8% 8,2¢
7 2mg.l? 56,3" 60,0% 4,6 3,1
8 | 245T 6 mg.I* 15,8%° 10,0% 2,28 3,7
9 10 mg.I* 14,3 6,7° 1,5% 0,8°
10 2mg.l? 10,0° 36,7 0,62 3,0™
11| NOA 6 mg.I* 35, Q"¢ 58,7% 1,6%° 3,3
12 10 mg.I* 46,3% 56,7 3,6%° 3,7
13 2 mg.I* 30,02 13,3%° 2,43 2,33"
14| Picloram 6 mg.I* 44,1% 51,0%% 6,5 6,8°
15 10 mg.I* 59,1 46,7°% 12,4° 7,8°

Letras distintas en las columnas indican diferencias altamente significativas (p<0,01)
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Fig. 3.7: Porcentaje de embriogénesis somatica obtenida a partir de &pices
caulinares de mandioca (clon EC 118) cultivados en diferentes medios de

induccién, en las etapas de induccién y de maduracion.
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Fig. 3.8 Porcentaje de embriogénesis somatica obtenida a partir de yemas
axilares de mandioca (clon EC 118) cultivadas en diferentes medios de induccién

en las etapas de induccién y de maduracion.
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Fig. 3.9: Numero promedio de embriones soméaticos obtenidos a partir de apices
caulinares de mandioca (clon EC 118) cultivados en diferentes medios de

induccién, en las etapas de induccion y de maduracion.
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Fig. 3.10: Numero promedio de embriones somaticos obtenidos a partir de yemas
axilares de mandioca (clon EC 118) cultivadas en diferentes medios de induccion,

en las etapas de induccion y de maduracion.
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Fig. 3.11: indice de embriogénesis en la etapa de maduracion para &pices
caulinares y yemas axilares de mandioca (clon EC 118) cultivados en diferentes
medios de induccion.
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Fig. 3.12: Porcentaje de germinacion de embriones sométicos de mandioca (clon
EC 118) obtenidos a partir de apices caulinares y de yemas axilares cultivados en

diferentes medios de induccién.
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Tabla 3.7: indice de embriogénesis y porcentaje de germinacion de embriones
somaticos obtenidos a partir de apices caulinares y yemas axilares de mandioca
(clon EC 118), cultivados en medios de induccion con diferentes tipos y

concentraciones de auxinas.

indice de
Trat| Auxina | Concentracion embriogénesis Germinacion (%)
(mg.1™) somatica
Apices Yemas Apices Yemas
caulinares axilares | caulinares axilares
1 2 mg.I* 1,28bcde 3,1 6,7 8,2
2 4-CPA 6 mg.I* 0,7%° 0,7% 0,0 8,3
3 10 mg.I* 0,47 1,1% 33,3 13,2
4 2 mg.I* 1,9 3,9 30,1 19,0
5 2,4-D 6 mg.I* 4,5% 5,9° 17,5 14,6
6 10 mg.I* 4,9% 5,5% 27,9 8,8
7 2 mg.I" 2,6% 1,9 20,1 33,4
8 | 245T 6 mg.I™ 0,3% 0,4° 61,1 40,0
9 10 mg.I* 0,3%° 0,2° 14,3 6,7
10 2 mg.I" 0,2° 1,1%° 13,3 26,3
11| NOA 6 mg.I" 0,62 1,9 20,8 12,9
12 10 mg.I* 1,4%0cde 2,1% 14,9 6,9
13 2 mg.I* 0,7°¢ 0,3 17,0 5,6
14| Picloram 6 mg.I* 3,3Pcce 3,4%% 26,2 6,2
15 10 mg.I* 7,2 3,5 9,6 7,1

Letras distintas en las columnas indican diferencias altamente significativas (p<0,01)
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Fig. 3.13: Induccién de embriogénesis somatica en mandioca (clon EC 118) en

medio MS adicionado con diferentes auxinas: (A) Embriones somaticos producidos
en la etapa de induccién en medio adicionado con 6 mg.I* de 2,4-D, a partir de
apices caulinares; (B) Embriones somaticos generados en el mismo medio a partir
de yemas axilares; (C) Germinacién de un embriébn somatico fusionado; (D)

Embrién somatico normal germinado.
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3.3.3. Evaluacion del efecto de diferentes tiempos de induccién sobre la

embriogénesis somatica en mandioca

El tiempo de permanencia de los &pices en medio de induccion afectd
significativamente el porcentaje de embriogénesis al finalizar esa etapa (p<0,01),
siendo mayor (75%) cuando los explantes se mantuvieron durante 20 6 30 dias en
medio de induccién. Sin embargo, al finalizar la etapa de maduracion no se
registraron diferencias significativas con respecto al porcentaje de embriogénesis
para los diferentes tiempos de induccion, obteniéndose valores de 76,7%, 78,9% y
80% para 10, 20 y 30 dias en medio de induccidn, respectivamente (Fig. 3.14 A).
Esto podria deberse a que 10 dias en medio de induccién resultaron suficientes
para inducir los embriones sométicos, que recién se expresaron cuando fueron
transferidos al medio de maduraciéon. Lo expuesto coincide con lo informado por
Guohua y Xu (2002), quienes obtuvieron 26% de embriogénesis en mandioca (cv
Nanzhi 188) luego de 6 dias de incubacién en 4 mg.I* de 2,4-D, sin hallar
diferencias significativas con respecto a los explantes incubados durante 6 a 15
dias.

Cuando se utilizaron como explantes yemas axilares, no se detectaron
diferencias significativas en la etapa de induccién ni en la de maduracion (p<0,01),
obteniéndose porcentajes de embriogénesis entre 58,5% (10 dias) y 53,3% (30

dias) en la etapa de maduracion (Fig. 3.14 B).

Los porcentajes de embriogénesis obtenidos con ambos tipos de explantes
son superiores a los informados por Medero et al., (2000) quienes mantuvieron los

explantes por 30 dias en medio de induccién adicionado con 4 y 8 mg.I* de 2,4-D.

El nimero promedio de embriones somaticos generados por los apices
caulinares presentd diferencias significativas al finalizar la etapa de induccion
(p<0,01), aumentando al aumentar el tiempo de exposicion al medio de induccion,
con valores promedio de: 1,8, 5,2 y 7,3 embriones somaticos para 10, 20 y 30 dias
en el medio de induccion, respectivamente. Al finalizar la etapa de maduracion, se
pudo observar que mientras los tratamientos de 20 y 30 dias en medio de
induccién mantuvieron valores similares a los de la etapa anterior, los explantes
mantenidos so6lo 10 dias en medio de induccion diferenciaron nuevos embriones
somaticos (5,3 embriones por explante), no observandose diferencias significativas

entre tratamientos en esta etapa (Fig. 3.15 A).

Por otra parte, cuando se utilizaron como explantes yemas axilares, se

observaron diferencias significativas entre los tiempos de induccion, siendo mayor
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la produccién de embriones sométicos por explante en los tratamientos de 20 y 30
dias (6,6 y 7,6 embriones somaticos por explante), con respecto a los 10 dias en
medio de induccion (4,2 embriones soméaticos por explante), tanto en la etapa de
induccién como en la de maduracion (Fig. 3.15 B).

Luego de 30 dias en medio de maduracion, los 4pices presentaron un
mayor porcentaje de embriogénesis que las yemas axilares, siendo similar el
namero promedio de embriones somaticos generados por ambos tipos de
explantes (Figs. 3.14 AyBy 3.15 Ay B).

Se observé la formaciébn de estructuras foliosas en ambos tipos de
explantes, siendo mayor en los apices caulinares. En estos explantes se hallaron
diferencias significativas con respecto al porcentaje de formacion de estructuras
foliosas, que aumentaron al disminuir el tiempo de induccién (6,7%, 31,5% y 40%
respectivamente). Esto es consistente con lo expresado por Stamp y Henshaw
(1987b) y Mussio et al., (1998) quienes destacaron la importancia de la duracién
de la etapa de induccion en el control de la expresion de la competencia
morfogenética de los Iébulos foliares, detallando que periodos cortos (5 a 9 dias)

en medios adicionados con 2,4-D indujeron la formacién de estructuras foliosas.

El porcentaje de germinacion de los embriones sométicos generados a
partir de los apices caulinares no presento diferencias significativas con respecto a
los diferentes tiempos de permanencia de los explantes en el medio de induccién.
Se observaron valores entre 12,1% y 13,9% para los tiempos de induccion de 30 y
10 dias, respectivamente. El porcentaje de germinacion de los embriones
somaticos obtenidos a partir de yemas axilares fue superior en el tratamiento de 30
dias en medio de induccion (14,4%), con respecto a los de 10 (3,5%) y 20 (5,6%)

dias en medio de induccién (Fig. 3.16).

Si bien el porcentaje de regeneracion de plantas fue bajo, los mayores
valores se obtuvieron con los menores tiempos de induccion, registrandose un
23,4% cuando se utilizaron como explantes &pices caulinares y un 16,7% al

emplear yemas axilares.
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Fig. 3.14: Porcentaje de embriogénesis somatica en mandioca (clon EC 118)
obtenida en las etapas de induccién y de maduracion, para diferentes tiempos de

permanencia de los explantes en el medio de induccion: (A) Apices caulinares; (B)
Yemas axilares.

N° promedio ES
N° promedio ES

10 dias 20 dias 10 dias 20 dias 30 dias
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== Etapa de maduracion ™ Etapa de maduracion

Fig. 3.15: Numero promedio de embriones somaticos en mandioca (clon EC 118),
obtenidos en las etapas de induccion y de maduracién, para diferentes tiempos de

permanencia de los explantes en el medio de induccion: (A) Apices caulinares; (B)
Yemas axilares.
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Fig. 3.16: Porcentaje de germinacion de embriones sométicos obtenidos a partir de
apices caulinares y yemas axilares de mandioca (clon EC 118), sometidos a

diferentes tiempos de permanencia en el medio de induccion.

3.3.4. Evaluacion del efecto de diferentes fuentes carbonadas en el medio de

induccién sobre la embriogénesis somatica en mandioca

Todas las fuentes carbonadas en las diferentes concentraciones evaluadas
permitieron la formacion de callos a partir de las yemas axilares, siendo superior al
68% en los tratamientos con fructosa, rafinosa, sacarosa y glucosa (Fig. 3.17 A).

Solo en los tratamientos con galactosa la formacién de callos fue inferior al 30%.

Fue posible inducir embriogénesis somatica en los medios adicionados con
todos los carbohidratos ensayados, a excepcion de los que contenian galactosa
(Tabla 3.8). La falta de respuesta en el medio adicionado con galactosa coincide
con lo obtenido por Strickland et al., (1987) en alfalfa y es opuesto a lo reportado
por Kochba et al., (1982) en Citrus.

Las fuentes carbonadas evaluadas difirieron significativamente con respecto
al porcentaje de embriones formados (p<0.001). El porcentaje mas elevado de
explantes con embriones sométicos (53,3%) se obtuvo en el medio adicionado con
3% de glucosa. No se observé diferenciacion de embriones somaticos en los
tratamientos con galactosa (1%, 3% y 5%), rafinosa (1% y 3%) y fructosa (1%).
Para cada fuente carbonada, los mayores porcentajes de embriogénesis se
obtuvieron con la mayor concentracion (5%) cuando se traté de un disacérido y con
concentraciones intermedias (3%) en el caso de los monosacaridos (Tabla 3.8; Fig.
3.18).

Segun Guerra et al., (1999) una concentracion de 3% de sacarosa es

satisfactoria para los procesos de iniciacion y diferenciacibon de embriones
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somaticos. En este sentido, Ihemere (2003) no obtuvo diferencias significativas al
cultivar l6bulos foliares inmaduros de mandioca en medio MS suplementado con 12
mg.I* de 2,4-D y diferentes concentraciones de sacarosa (2%, 4% y 8%) en el
medio de induccion. Sin embargo, este autor destacé que los embriones formados
en el medio con 2% de sacarosa tenian un aspecto mas saludable y que los
embriones somaticos perdian el color verde a medida que aumentaba la
concentracion de sacarosa. En los medios con 8% de sacarosa los callos y los
embriones se tornaron marrones y finalmente murieron a causa de la formacion de

compuestos fendlicos.

Por otra parte Li et al., (1998) evaluaron el efecto de diferentes fuentes
carbonadas sobre la embriogénesis secundaria en mandioca, obteniendo que la
maltosa aumenté el porcentaje de embriogénesis, la germinacion de embriones y la
regeneracion de plantas con respecto a la sacarosa. Contrariamente a lo hallado
en este trabajo, reportaron que la glucosa y la sacarosa (4%) inhibieron tanto la

formacion de embriones soméaticos como la regeneracién de plantas.

La mayor eficiencia de la glucosa con respecto al porcentaje de
embriogénesis en comparacién con la sacarosa coincide con lo informado por
Tokuhara y Mii (2003) en el hibrido Doriataenopsis y es contrario a lo hallado por
Strickland et al., (1987) en alfalfa. Fuentes et al., (2000) informaron una mayor
produccion de embriones somaticos de Coffea canephora en medios con fructosa
con respecto a los medios con sacarosa y glucosa, destacando que en el cultivar
N91 la glucosa favorecio el desarrollo sincronico de los embriones, con respecto a

la sacarosa.

La rafinosa en la mayor concentracion evaluada (5%) no difirid
significativamente de la sacarosa con respecto al porcentaje de embriogénesis y al
namero de embriones somaticos generados. Pero, a diferencia de lo informado por
Vila et al., (2007) en Melia azedarach, este azlcar no permiti6 observar

germinacion de los embriones somaticos ni regeneracion de plantas.

A excepcion de los medios adicionados con galactosa, fue posible observar
la formacion de estructuras foliosas (Stamp y Henshaw 1987b; Raemakers et al.,
1993b; Konan et al., 1994a; Mussio et al., 1998) en los medios adicionados con los
restantes carbohidratos, con valores entre 3% y 23%, siendo superior con la mayor

concentracion de sacarosa.

El ndmero promedio de embriones somaticos observados difirid

significativamente entre las distintas fuentes carbonadas (p<0.001), con valores
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entre 1y 6,5 embriones somaticos por explante, registrandose los mayores valores
en el medio adicionado con 5% de sacarosa (Tabla 3.8; Figs. 3.17 B, Cy Dy 3.19).
Por otra parte, el mayor porcentaje de embriones soméaticos germinados y el de

conversion a planta se observo en los medios adicionados con glucosa.

El indice de embriogénesis (IE), que combina el porcentaje de
embriogénesis con el numero promedio de embriones formados, varié entre 0 y
2,5, registrdndose los mayores valores en el medio adicionado con 3% de glucosa
(Fig. 3.20). El indice de embriogénesis demuestra que la glucosa favorecio la
embriogénesis somatica con respecto a las demas fuentes carbonadas, superando
incluso a la sacarosa que es la fuente de carbono cominmente utilizada en el
cultivo de tejidos vegetales (Tisserat el al.,, 1979; Guerra et al., 1999). La mayor
eficiencia de la glucosa con respecto al IE coincide con lo informado por Vila et al.,
(2007) en Melia azedarach.

Segun Gibson (2004), muchos procesos de desarrollo, metabdlicos vy
fisiologicos en los vegetales estan regulados, al menos en parte, por la
disponibilidad de nutrientes. Por lo tanto las alteraciones en la disponibilidad de los
azucares solubles influirian en la regulacion de diversos procesos. En particular, se
observo que la glucosa y la sacarosa colaboran en la regulacion de la transicion
entre el crecimiento por division celular y el crecimiento por expansion celular y
acumulacion de reservas en los embriones en desarrollo, siendo los niveles de
glucosa mas elevados en los tejidos en activa divisidbn con respecto a los tejidos
mas diferenciados, donde predomina la sacarosa. Esto sugiere que ambos

azUcares tendrian diferentes roles durante la embriogénesis.
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Fig. 3.17: Induccion de embriogénesis somatica en yemas de mandioca (clon EC
118) en medio MS adicionado con 6 mg.I* de 2,4-D y diferentes fuentes
carbonadas: (A) Callo embriogénico; (B) Embriones somaticos obtenidos utilizando
rafinosa; (C) sacarosa y (D) glucosa en el medio de induccién.
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Tabla 3.8: Porcentaje de embriogénesis somatica y numero promedio de

embriones somaticos por explante obtenidos a partir de yemas axilares de

mandioca (clon EC 118), cultivadas durante 30 dias en medio de induccion

constituido por medio MS adicionado con 6 mg.I* de 2,4-D y diferentes tipos y

concentraciones de fuentes carbonadas.

N° embriones
Trat Medios | Concentraciéon| Embriogénesis | somaticos por
(% p/p) somatica (%) explante

1 1% 17,4° 2,0
2 | Glucosa 3% 53,3° 4,8%
3 5% 25,0° 2,97
4 1% 0,0% 0,02
5 | Fructosa 3% 23,3° 1,6%
6 5% 14,1° 1,0%
7 1% 3,3% 1,7%°
8 | Sacarosa 3% 10,0 4,0%%
9 5% 16,7° 6,5°
10 1% 0,0% 0,02
11 |Galactosa 3% 0,0% 0,0°
12 5% 0,0% 0,0%
13 1% 0,02 0,02
14 | Rafinosa 3% 0,02 0,0°
15 5% 16,7° 5,2%

Letras distintas en las columnas indican diferencias altamente significativas (p<0,01)
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Glu 1%
Glu 3%
Glu 5%
Fru 1%
Fru 3%
Fru 5%
Sac 1%
Sac 3%
Sac 5%
Gal 1%
Gal 3%
Gal 5%
Raf 1%

Raf 3%
Raf 5%

Fig. 3.18: Porcentaje de embriogénesis somatica a partir de yemas axilares de
mandioca (clon EC 118) cultivadas durante 30 dias en medio de induccion
constituido por MS adicionado con 6 mg.l* de 2,4-D y diferentes tipos y

concentraciones de fuentes carbonadas.

N° promedio de ES

Glu 1%
Glu 3%
Glu 5%
Fru 1%
Fru 3%
Fru 5%
Sac 1%
Sac 3% [
Sac 5%
Gal 1%
Gal 3%
Gal 5%
Raf 1%
Raf 3%
Raf 5%

Fig. 3.19: Numero promedio de embriones somaticos (ES) obtenidos a partir de
yemas axilares de mandioca (clon EC 118) cultivadas durante 30 dias en medio de
induccion constituido por MS adicionado con 6 mg.I* de 2,4-D y diferentes tipos y
concentraciones de fuentes carbonadas.
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Fig. 3.20: indice de embriogénesis en la etapa de maduraciéon para yemas axilares
de mandioca (clon EC 118) cultivadas durante 30 dias en medio de induccién con

MS adicionado con 6 mg.I" de 2,4-D y diferentes fuentes carbonadas.

3.4. Conclusiones

Fue factible inducir la formacion de embriones somaticos en 29 de los 33
clones de mandioca de interés para Argentina, mantenidos en el Banco de
Germoplasma de la EEA INTA El Colorado (Formosa, Argentina), utilizando
un medio de induccion compuesto por el medio basal MS adicionado con 6
mg.I" de 2,4-D y 2% de sacarosa.

Se observé un importante efecto del genotipo sobre la capacidad
embriogénica de los clones evaluados, variando los porcentajes de
embriogénesis entre 3% y 50% y el nimero promedio de embriones

somaticos por explante entre 0,3 a 7,6.

Se destaca la eficiencia del medio de induccién empleado, ya que a pesar de
las diferencias en la capacidad embriogénica de los genotipos evaluados, la
adicion de 6 mg.I" de 2,4-D posibilitd la induccién de embriogénesis en el
88% de los clones.

Los clones cultivados en Argentina que permitieron obtener mayor porcentaje
de embriogénesis fueron: EC 118 (50%), EC 1.1 (47%) y EC 6 (40%). Por otra
parte, los clones EC 44, EC 88, EC 107 y EC 163 no produjeron embriones en
el medio de induccién compuesto por el medio basal MS adicionado con 6
mg.I" de 2,4-D y 2% de sacarosa.

86



Se observaron estructuras foliosas y embriones fusionados en la mayoria de

los clones evaluados.

Todas las auxinas evaluadas permitieron la induccion de embriones
sométicos, siendo superiores los indices de embriogénesis obtenidos con
2,4-D y Picloram. Si bien el patron de respuestas fue similar con ambos tipos
de explantes, los apices caulinares tuvieron el mejor desempefio con 10 mg.I*
de Picloram, mientras que las yemas axilares respondieron mejor con 6 y 10
mg.I" de 2,4-D.

Las yemas axilares permitieron obtener porcentajes de embriogénesis
superiores al 50% en 8 de los 16 medios evaluados, mientras que en el caso
de los apices s6lo en 4 medios se registraron valores mayores al 50% de

embriogénesis somética.

Las yemas axilares demostraron un excelente desempefio como explantes
para la induccién de embriones somaticos, siendo ademas un material mas

abundante con respecto a los 4pices caulinares.

En general, se observaron mejores resultados con las mayores
concentraciones de la auxinas evaluadas (6 y 10 mg.I"), a excepcién del
2,45-T y el 4-CPA que brindaron mejores resultados con la menor

concentracion (2 mg.I™).

El mayor porcentaje de conversibn a planta se obtuvo en los medios
adicionados con NOA (2 y 6 mg.I'"), siendo posible también la conversion a
planta en los medios adicionados con 2,4-D y Picloram en ambos tipos de

explantes.

No se registraron diferencias en el porcentaje de embriogénesis ni en el
namero promedio de embriones generados a partir de 4pices caulinares
sometidos a diferentes tiempos de induccion en medio MS suplementado con
6 mg.I" de 2,4-D. Por lo que podria inferirse que 10 dias en el medio de
induccion serian suficientes para que estos explantes expresaran su
capacidad embriogénica. Por otra parte, si bien las yemas axilares tampoco
difirieron con respecto al porcentaje de embriogénesis, produjeron mayor

cantidad de embriones somaticos al incrementarse el tiempo de induccion.

El porcentaje de estructuras foliosas generadas fue mayor cuando se
utilizaron apices caulinares con respecto a las yemas axilares y aumento al

disminuir el tiempo de exposicion de los explantes al medio de induccidn.
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El porcentaje mas elevado de explantes con embriones soméaticos se obtuvo
en el medio adicionado con 3% de glucosa. Para cada fuente carbonada, los
mayores porcentajes de embriogénesis se obtuvieron con la mayor
concentracion (5%) cuando se tratd de disacéridos y con concentraciones
intermedias (3%) en el caso de los monosacaridos. No se observé formacion
de embriones somaticos en los medios adicionados con galactosa.

El nimero promedio de embriones somaticos por explante varié entre 1y 6,5
para las distintas fuentes carbonadas, registrandose los mayores valores en

el medio adicionado con 5% de sacarosa.

Si bien la sacarosa es usada satisfactoriamente para la obtencién de
embriones somaticos en mandioca, el indice de embriogénesis demostré que
la adicién de 3% de glucosa al medio de cultivo incrementa significativamente
la embriogénesis somatica a partir de yemas axilares con respecto a las
demas fuentes carbonadas. Ademas la glucosa permiti6 los mayores

porcentajes de embriones somaticos germinados y regeneracion de plantas.

Los resultados informados con respecto a las auxinas y fuentes carbonadas
mas eficientes en el medio de induccién, asi como el efecto del tipo de
explante y el periodo de tiempo necesario para inducir embriogénesis
somatica fueron evaluados soélo con el clon EC 118, por lo que seria
importante comprobar en qué grado los resultados aqui obtenidos permiten
optimizar la respuesta embriogénica de otros clones de mandioca. Ademas,
es necesario seguir optimizando el sistema para obtener una mayor

frecuencia embriogénica y regeneracion de plantas de mandioca.
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CAPITULO 4

ACLIMATIZACION DE PLANTAS DE MANDIOCA OBTENIDAS POR CULTIVO

in vitro DE TEJIDOS

4.1. Introduccion

La mandioca es una especie de polinizacién cruzada, por lo que cada
individuo presenta un alto grado de heterocigosis (Dominguez et al., 1983; Alves,
2002), siendo ésta una de las razones por las que este cultivo es tradicionalmente
propagado en forma agamica, mediante estacas de tallo (Cock, 1989; Lopez, 2002;
El-Sharkawy, 2003). Si bien este tipo de propagacion es sencilla y econémica,
presenta serios problemas, tales como la baja tasa de multiplicacion, las
dificultades de conservacion de las ramas estaqueras y la diseminacion de plagas
y enfermedades. A su vez, estos inconvenientes se ven amplificados por la falta de
sistemas organizados que permitan abastecer a los productores con “estacas
semilla” (L6pez, 2002; Escobar et al., 2006).

Las técnicas de cultivo de tejidos pueden colaborar en la solucion de estos
problemas. En este sentido, el cultivo in vitro de meristemas de mandioca permite
la propagacion de plantas libres de virus y otros patdgenos sistémicos (Roca et al.,
1991), mientras que el cultivo in vitro de segmentos nodales facilita la multiplicacién

rapida y masiva de las plantas (Segovia et al., 2002; Albarran et al., 2003).

Una de las fases criticas de la micropropagacién es la aclimatizacién, que
consiste en el proceso por el cual las plantas producidas in vitro, bajo condiciones
controladas, son transferidas a las condiciones edafo-climaticas naturales. El paso
de las plantas de las condiciones in vitro a las condiciones ex vitro debe realizarse
progresivamente, a fin de minimizar las condiciones de estrés que pueden producir
dafos profundos o a la muerte de las plantas (Da Silva et al., 1995). En las nuevas
condiciones de crecimiento, las plantas experimentan una humedad relativa muy
inferior y una intensidad luminica comparativamente muy superior (PospiSilova et
al., 1999; Jorge et al., 2000), a lo que deben sumarse el paso de un medio rico en
nutrientes a un sustrato mas empobrecido, los dafios mecanicos ocasionados a las
raices (Segovia et al., 2002; Zimmerman, et al., 2007) y la exposicion al ataque de
microorganismos saprofitos y eventualmente fitopatbgenos (Grattapaglia vy
Machado, 1990).
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De este modo, las plantas en proceso de aclimatizacién requieren de
tiempo para adaptarse gradualmente a las nuevas condiciones y corregir las
posibles modificaciones anatomicas y fisioldégicas inducidas por las condiciones
particulares que conlleva el cultivo in vitro. Los cambios mas importantes que
deben operar para garantizar la supervivencia y el crecimiento de las plantas son:
el desarrollo de cuticula y ceras epicuticulares, la regulacion estomatica a fin de
evitar la deshidratacion, cambios en los parametros fotosintéticos (contenido de
clorofila, nimero y estructura de los cloroplastos, eficiencia del fotosistema Il y tasa
de fotosintesis neta), para asegurar un crecimiento completamente autotrofico;
ademas de cambios en la actividad de enzimas antioxidantes que protegen a la
planta ante el estrés oxidativo y reducen la cantidad de radicales libres (PospiSilova
et al., 2007; Faisal y Anis, 2009).

Si bien existen trabajos que reportan una aclimatizacion exitosa para las
plantas de mandioca obtenidas por cultivo de tejidos (Broomes y Lacon, 1995; Gou
y Liu, 1995; Pedroso de Oliveira et al., 2000), otros autores reportan una elevada
mortandad en esta etapa (Zok et al.,, 1993; Da Silva et al., 1995; Jorge, 1996;
Azcon Aguilar et al., 1997; Saborio et al., 1998; Jorge et al., 2000; Zimmerman et
al., 2007; Marin et al., 2008), que puede llegar al 95% si no se realiza con la

tecnologia adecuada (Segovia et al., 2002).

En este sentido, se considera que la pobre supervivencia en la fase de
aclimatizacién y el establecimiento a campo, podria ser uno de los motivos por los
cuales no se ha adoptado el cultivo de tejidos como una herramienta para la
propagacion de mandioca a gran escala (PospiSilova et al., 1999; Jorge et al.,
2000).

El objetivo de este capitulo fue evaluar la efectividad de diferentes
tratamientos de aclimatizacion de plantas de mandioca obtenidas in vitro, tanto en
la etapa de rustificacion como en la del transplante definitivo a condiciones de

campo.

4.2. Materiales y métodos
4.2.1. Material vegetal

Se utilizaron plantas de mandioca (Manihot esculenta Crantz) del clon EC
118, provenientes del Banco de Germoplasma de la EEA INTA El Colorado,
Formosa, Argentina. Las plantas fueron propagadas mediante el cultivo in vitro de

segmentos uninodales en el medio basal de MS suplementado con 0,01 mg.I" de
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ANA, 0,01 mg.I* de BAP y 0,1 mg.I" de AG;, e incubadas a 27+2 °C, con 14 h de

fotoperiodo y una irradiancia de 116 pmol m’s".

4.2.2. Acondicionamiento de las vitroplantas para su aclimatizacion

Luego de 50 dias, las plantas regeneradas in vitro fueron extraidas
cuidadosamente del medio de cultivo y sus raices fueron lavadas con agua
corriente. Posteriormente las plantas se sumergieron en una solucion fungicida

(Captan® al 2%) durante 10 minutos.

4.2.3. Aclimatizacion en cAmara de cultivo

Previo acondicionamiento, las plantas fueron sometidas a cinco
tratamientos de aclimatizacion, tres de ellos consistieron en el uso de diferentes
sustratos, dispuestos en envases de 180 cm?® protegidos con un cobertor plastico
transparente a modo de camara humeda (Fig. 4.1A). Los dos tratamientos
restantes se realizaron en condiciones de hidroponia, con un dispositivo disefiado

para permitir una aireacion constante y autbnoma (Tabla 4.1; Figs. 4.1 By C).

Tabla 4.1: Descripcion de los tratamientos de aclimatizaciéon de plantas de
mandioca (clon EC 118).

Tratamiento Descripcién
T1 Sustrato: Perlita
T2 Sustrato: Arena + 3% (p/p) lombricompuesto
T3 Sustrato: D1 Dynamics® mezcla de turba y perlita 9:1
T4 Hidroponia en agua corriente
T5 Hidroponia en solucién nutritiva de Arnon y Hoagland (1940)

En esta primera etapa de aclimatizacion, todas las plantas se mantuvieron
en camaras humedas a 27+2°C, con 14 h de fotoperiodo y una irradiancia de 215
umol m?s™ (tubos fluorescentes blancos frios Philips® TLD 36W/840) durante 20
dias en los que se disminuy6 gradualmente la humedad relativa, hasta eliminar por
completo las camaras humedas. Los tratamientos 1, 2 y 3 fueron tratados con
fungicida (Captan® al 2%) y regados con 20 cm?® de la solucién nutritiva propuesta

por Arnon y Hoagland (1940) por planta, tres veces por semana, mientras que en
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los tratamientos hidroponicos se mantuvo el nivel inicial de solucién nutritiva o de

agua, segun correspondiera.

4.2.4. Transferencia a condiciones de umbraculo

Una semana antes del transplante a condiciones de campo, las plantas de
los tratamientos 1, 2 y 3 fueron transferidas directamente a condiciones de
umbraculo, mientras que las plantas provenientes de hidroponia (tratamientos 4 y
5) fueron previamente transferidas a macetas de 180 cm® con sustrato D1
Dynamics®. El area foliar de las plantas de todos los tratamientos fue reducida en
un 50% a fin de disminuir la pérdida de agua por transpiracion.

4.2.5. Transplante a campo

La plantacion a campo se realizé a fines de noviembre de 2008 en el campo
experimental del Departamento de Produccion Vegetal de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional del Nordeste (Corrientes, Argentina). El suelo
del predio es un Udipsamment, alfico, mixto, hipertérmico (Escobar et al., 1994). El
clima es subtropical con una precipitacion anual de 1500 mm y un balance hidrico
positivo. La temperatura media anual es de 21,5°C, con una temperatura media
minima en el mes de julio en el orden de 13 a 16°C y un periodo libre de heladas
de 320 a 360 dias (Bruniard, 1999).

En esta etapa se evalu6é el comportamiento a campo de las vitroplantas
aclimatizadas como se detallara en el apartado 4.2.3, en comparaciéon con las
plantas crecidas a partir de estacas caulinares del mismo clon, con tres a cuatro
nudos (aproximadamente 70 g cada una), a modo de control (T.). EI marco de
plantacion para todos los tratamientos fue de 1m por 1m. Luego de la plantacién se
realizd6 un riego de asiento y posteriormente las plantas y las estacas fueron
regadas tres veces por semana durante las tres primeras semanas. La cosecha se

realiz6 a los cinco meses y medio de la plantaciéon a campo.

4.2.6. Disefio experimental y andlisis estadistico

El disefio experimental en la etapa de aclimatizaciébn en cdmara de cultivo
fue completamente aleatorizado con tres repeticiones para cada tratamiento (n=
24), mientras que en la etapa de transplante a campo, el disefio fue en bloques

completamente aleatorizados, también con tres repeticiones para cada tratamiento
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(n=15). En ambos casos se realiz6 un analisis de varianza, utilizando el programa
estadistico InfoStat/P version 1.1 (InfoStat, 2002), previa verificacion de la
normalidad de las variables. Las variables (X) que no mostraron distribucion
normal, fueron transformadas mediante logaritmo natural In (x+0,5). Cuando se
detectaron diferencias significativas entre tratamientos, se compararon los valores
de las variables analizadas mediante el Test de Comparaciones Mdltiples de

Duncan.

Las variables evaluadas fueron: altura de planta, nimero de nudos, area
foliar (medida con medidor portatil L-3000C LI-COR®), peso fresco y peso seco de
la parte aérea y radical, peso fresco total, peso seco total y porcentaje de materia
seca por planta, tanto para el estado inicial (plantas cultivadas in vitro), como para
los diferentes tratamientos luego de finalizar la fase de aclimatizacién en camara
de cultivo (20 dias), en esta ultima etapa se registré ademas el porcentaje de

supervivencia para cada tratamiento.

La supervivencia a campo se registré a los 20, 30, 60, 90, 120 y 165 dias
después de la plantacion. Al momento de la cosecha se evaluaron: longitud del
tallo, nimero de ramas, nimero de nudos, porcentaje de plantas que presentaron
tallo ramificado, ademas del peso fresco de la parte aérea y del peso fresco de las
raices tuberosas por planta. El rendimiento para los diferentes tratamientos se
expres6é como porcentaje del rendimiento por planta con respecto al tratamiento

control (estacas caulinares).
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Fig. 4.1. Dispositivos empleados durante la fase de aclimatizacion en camara de

cultivo: (A) Tratamientos de aclimatizacion en bandejas multiceldas con 3 tipos
diferentes de sustratos, introducida dentro de un cobertor plastico; (B) Tratamientos de
aclimatizacion en condiciones de hidroponia; (C) Detalle del dispositivo empleado para
favorecer la aireacién en el sistema hidroponico, el cual fue disefiado en tandem de
ocho frascos cubiertos con papel para evitar la proliferacion de algas y obturados con
una trapa de poliestireno expandido perforada en el centro para alojar la planta y al
costado para introducir una manguera provista con una piedra difusora, las cuales
estaban conectadas en paralelo mediante una linea principal alimentada por un
aireador Atman AT — F301 50/60 Hz 2 I/min. Cada frasco fue cubierto al inicio de la

aclimatizacion con una bolsa de polietileno a fin de generar una atmdésfera humeda.

94




4.3. Resultados y discusion

Independientemente del método de aclimatizacion ensayado, la
sobrevivencia, la recuperacién y el crecimiento de las plantas de mandioca

provenientes de las condiciones in vitro fueron exitosos.

El porcentaje de supervivencia al finalizar la etapa de aclimatizacion en
camara de cultivo varié entre 96 % (T4, T4y Ts) y 100% (T, y Ts3). Estos valores de
supervivencia resultaron similares a los informados por Pedroso de Oliveira et al.,
(2000) para seis variedades brasileras de mandioca (92%) y superiores a los
obtenidos por Broomes y Lacon (1995) al finalizar la primera semana de
aclimatizacién de plantas cultivadas in vitro en medio liquido (82%). También son
superiores a los valores hallados por Azcon Aguilar et al., (1997) quienes
inocularon las plantas de mandioca con Glomus desserticola como estrategia para
aumentar su supervivencia durante la fase de aclimatizacién (75%). Zimmerman et
al., (2007) informaron valores de supervivencia mayores al 95%, al aclimatizar
plantas de mandioca enraizadas in vitro con vermiculita en reemplazo del agente
gelificante, ya que de este modo disminuyeron los dafios causados a las raices
durante la remocién del medio adherido. Este mismo sistema fue el que brindd
mejores resultados en el enraizamiento in vitro de yerba mate y su posterior

transferencia al suelo (Sansberro et al., 2000).

Con respecto a la influencia de los diferentes sustratos, Zok et al., (1993)
analizaron la supervivencia de plantas de mandioca aclimatizadas utilizando
diferentes combinaciones de suelo con vermiculita, aserrin y cascara de café,
usando suelo solo a modo de control. Estos autores encontraron valores de
supervivencia de 5% a 55%, con un mejor desempefio de la mezcla de suelo con
vermiculita, destacando la importancia del uso de sustratos que permitan una
buena aireacion y retenciéon de agua para lograr una aclimatizacion exitosa de las
plantas de mandioca. Le et al., (2007) lograron un 93% de supervivencia luego de
aclimatizar las plantas durante 7 dias en agua y 20 a 25 dias en una solucién
nutritiva. Sin embargo, utilizando un procedimiento similar y posterior plantacion en
macetas, Marin et al., (2008) s6lo obtuvieron entre 0% y 57% de supervivencia
para 19 clones élite de mandioca; mientras que Albarran et al., (2003) lograron un
porcentaje de supervivencia mayor al 50 % en 32 de los 34 clones de mandioca

evaluados.

En este trabajo fue posible observar diferencias altamente significativas

entre tratamientos (p<0,01) con respecto a todas las variables evaluadas,
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encontrandose los valores superiores en las plantas mantenidas en condiciones de
hidroponia en solucion de nutritiva de Arnon y Hoagland (1940) (Ts) (Tabla 4.2). A
excepcion del peso fresco de las raices, las deméas variables difirieron
significativamente entre tratamientos, con respecto a la condicion inicial (To)
(p=<0,01). La altura y las variables referidas al peso fresco y seco de las plantas, a
excepcion del peso fresco de raices, presentaron diferencias significativas entre la
condicion inicial (Ty), el tratamiento en hidroponia en solucion nutritiva (Ts) y el
resto de los tratamientos, que no difirieron significativamente entre ellos (p<0,01).
El nimero de nudos y el area foliar fueron mayores en los tratamientos Ts y Ts,
difiriendo significativamente de los tratamientos Ty, T, y T4 (Tabla 4.2). Estos datos
son opuestos a los informados por Da Silva et al., (1995) quienes no encontraron
diferencias significativas en la supervivencia, el area foliar y el nimero de nudos, al
utilizar diferentes sustratos en la aclimatizacion de plantas de mandioca. Estos
autores obtuvieron valores de supervivencia que variaron entre 49% y 56% e
infirieron una relacién entre la supervivencia y la edad de los vastagos enraizados

al inicio del proceso de aclimatizacion.

Tabla 4.2: Influencia de diferentes tratamientos de aclimatizacion de plantas de
mandioca (clon EC 118), sobre diferentes parametros de crecimiento, evaluados

a los 20 dias del inicio, con respecto a la condicion inicial in vitro (To).

Trat | Altura N° AF PFA | PFR | PFT | PSA | PSR | PST | Materia

(cm) [ Nudos | (cm? (@) (9) (9) (9) (9) (9) [seca (%)
To | 841 | 7,677 7,08% | 0,18 | 0,12 | 0,30 | 0,02* | 0,01* | 0,04%| 11,75°
T, | 11,31°| 11,56* | 33,57*“ | 0,63 | 0,19* | 0,82° | 0,09° | 0,03° | 0,13°]| 14,12%*
T, | 10,38°| 10,78 | 17,86° | 0,42° | 0,25* | 0,58" | 0,07° | 0,03° | 0,10°| 18,02°
T; | 11,89° | 12,11% | 44,26° | 0,77° | 0,27* | 0,94° | 0,11° | 0,02° | 0,13°]| 13,62%
T, | 11,02°| 10,00° | 21,12 | 0,50 | 0,16* | 0,66 | 0,10° | 0,02° | 0,12°] 19,20°
Ts | 14,44°| 13,22° | 90,66" | 1,93 | 0,44° | 2,37° | 0,30° | 0,07° | 0,36°| 15,12°

Letras distintas en las columnas indican diferencias altamente significativas (p<=0,01)

En la figura 4.2 se puede observar el aspecto de las plantas in vitro (Ty), las
cuales fueron sometidas a diferentes procedimientos de aclimatizacion (T, a Ts).
Se evidencia el vigor de los vastagos de las plantas derivadas de los tratamientos
con sustrato comercial Dynamics® (T3) y de las provenientes de hidroponia con la
solucion nutritiva de Arnon y Hoagland (1940) (Ts), asi como el notable desarrollo

radical de estas Ultimas.
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Figura 4.2: Aspecto de las plantas de mandioca (clon EC 118) al iniciar y al

finalizar la etapa de aclimatizacion en cadmara de cultivo: (To) Situacion inicial
(planta in vitro); (T,) Planta aclimatizada usando perlita como sustrato; (T,) Planta
aclimatizada usando arena + 3% de lombricompuesto; (T;) Planta aclimatizada
usando sustrato comercial; (T,) Planta aclimatizada en hidroponia con agua
corriente; (Ts) Planta aclimatizada en hidroponia con solucion nutritiva de Arnon y
Hoagland (1940).
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Peso Seco (9)

Los tratamientos en sustrato comercial (Ts) y en solucién nutritiva (Ts)
permitieron aumentar 3,3 y 9 veces respectivamente, los valores de materia seca
obtenidos in vitro (Fig. 4.3). Este importante aumento en la biomasa de las plantas
de mandioca aclimatizadas concuerda con lo hallado por PospiSilova et al., (1999)
en Nicotiana tabacum, quienes sostienen que si el transplante a las condiciones ex
vitro resulta exitoso, el incremento en el crecimiento puede ser sumamente
importante.

El porcentaje de materia seca evidencié valores significativamente
superiores (p<0,01) en las plantas mantenidas en arena + lombricompuesto (T,) y
en condiciones de hidroponia en agua corriente (T,), durante la etapa de
aclimatizacion en cadmara; si bien ambos tratamientos presentaron bajos valores de
peso seco total (Figura 4.3), lo que implica un menor contenido de agua en las
plantas sometidas a estos tratamientos. Esta disminucibn en el peso seco
acompafada por un aumento en el porcentaje de materia seca fue informada por
Clostre y Suni (2007) en Lemna gibba L. y por Gerardeax et al., (2009) en
Gossypium hirsutum L., en ambos casos asociado a un menor contenido de

potasio en el medio de crecimiento.
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Figura 4.3: Peso seco (aéreo y radical) y porcentaje de materia seca para
diferentes tratamientos al finalizar la etapa de aclimatizacion de plantas de

mandioca (clon EC 118) en camara de cultivo, con respecto a la condicion inicial
(To).
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Supervivencia (%)

La supervivencia a campo, mostré6 diferencias significativas entre
tratamientos en todas las fechas evaluadas (p<0,05), siendo superior en el
tratamiento control (plantas obtenidas a partir de estacas) y en las plantas
aclimatizadas en sustrato comercial (T3) y en hidroponia con solucién nutritiva (Ts).
La mayor disminucion en el porcentaje de supervivencia de las plantas, se
evidencio entre los 20 y los 30 dias de realizado el transplante a campo,
manteniéndose luego constante hasta los 165 dias de cultivo (Fig. 4.4). Por lo
tanto, el valor registrado a los 30 dias de la plantacion a campo seria el més
adecuado para comparar la supervivencia de las plantas de mandioca
aclimatizadas bajo los diferentes tratamientos. En este sentido, se observaron dos
grandes grupos: uno con elevados porcentajes de supervivencia: 73,3%, 86,7% y
100% para los tratamientos Ts, Tz y el control, respectivamente; y otro grupo con
bajos porcentajes de supervivencia: T, (33,3%), T, (35%) y T4 (36,7%). Albarran et
al., (2003) obtuvieron valores de supervivencia a campo para plantas de mandioca
aclimatizadas que variaron entre 22% y 100% segun los clones, destacando que
aquellas plantas que sobreviven a los dos primeros meses en condiciones de
campo, tienen alta probabilidad de alcanzar la edad productiva. Esta disminucién
en el porcentaje de supervivencia, también se observa cuando se plantan a campo
plantas de mandioca derivadas de semilla botanica, ya que durante los dos o tres
primeros meses resultan mas delicadas que las plantas provenientes de estacas
(Ceballos et al., 2002).
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Figura 4.4: Supervivencia a campo de plantas de mandioca (clon EC 118)
aclimatizadas mediante diferentes tratamientos en relacion al control (estacas

caulinares), durante el ciclo productivo.
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N° nudos/rama

N° ramas/planta

75

No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos con
respecto a las variables: nimero de nudos por rama, longitud de la rama principal,
namero de ramas por planta y porcentaje de plantas que presentaron tallos
ramificados (p<0,05) (Fig. 4.5).
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Figura 4.5: Parametros de crecimiento de plantas de mandioca (clon EC 118)
aclimatizadas bajo diferentes tratamientos con respecto a las estacas caulinares, a
los 165 dias después de realizada la plantacion a campo: (A) Numero de nudos por
rama de mandioca; (B) Longitud de la rama principal; (C) Numero de ramas por
planta; (D) Porcentaje de plantas con tallo ramificado.

Con respecto al peso fresco de las plantas, fue posible observar diferencias
significativas entre tratamientos (p<0,05) en el peso de las raices tuberosas, el
peso de tallo y hojas y el peso total; asi como también con respecto a la particion
entre raices tuberosas y parte aérea. A pesar que las plantas obtenidas a partir de
estacas arrojaron los mayores valores de peso fresco total, fueron las que
destinaron menor porcentaje de su peso fresco total a las raices. Por otra parte, las
plantas aclimatizadas bajo los tratamientos T3 y Ts sin diferir significativamente del
control con respecto al peso fresco total, presentaron los mayores valores de peso
fresco de raices, tanto en valor absoluto como en porcentaje del peso (Tabla 4.3;
Figs. 4.6y 4.7).
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Figura 4.6: Peso fresco aéreo y radical de plantas de mandioca (clon EC 118)

aclimatizadas bajo diferentes tratamientos y cultivadas a campo, en relacién a las

plantas control derivadas de estacas caulinares
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Figura 4.7: Distribucion del peso fresco aéreo y radical de plantas de mandioca
(clon EC 118) aclimatizadas bajo diferentes tratamientos y cultivadas a campo, en

relacion a las plantas control derivadas de estacas caulinares.
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El rendimiento de raices tuberosas a campo, expresado como porcentaje
del rendimiento del control, presentd diferencias significativas entre tratamientos
(p=<0,05), obteniéndose los mayores valores en las plantas aclimatizadas en
sustrato comercial (T4) y en condiciones de hidroponia con solucién nutritiva (Ts),
las cuales rindieron un 57% y 61% mas respectivamente en relacion al método de

plantacion mediante estacas tradicionalmente utilizado (Tabla 4.3; Fig. 4.8).

Las plantas de mandioca obtenidas in vitro y aclimatizadas mediante estos
tratamientos muestran un comportamiento similar al de las plantas derivadas de
estacas caulinares. Es probable que el mayor rendimiento observado enlos Tz y Ts
se debiera al mayor desarrollo inicial de estas plantas con respecto a los demas
tratamientos y al retraso que sufren las plantas obtenidas a partir de estacas, ya
que segun Alves (2002) las hojas verdaderas comienzan a expandirse recién 30
dias después de la plantacion de la estaca, momento en el que la fotosintesis
comienza a contribuir positivamente con el crecimiento de la planta, ya que hasta
entonces el crecimiento de la raiz y el tallo s6lo dependen de las reservas
contenidas en la estaca. Por este motivo, tanto la tuberizacién como la traslocacion
se iniciarian mas tarde con respecto a las plantas aclimatizadas, condicionando su

produccion.

Tabla 4.3: Variables evaluadas a los 165 dias de realizada la plantacion a campo,
para plantas de mandioca (clon EC 118) aclimatizadas con diferentes tratamientos,

en relacion al control (T).

Trat PFA PFR PFT Particion Particion
(9) (9) (9) tallo/hojas raiz
(%) (%)
T, 702,92° 188.33* | 891,25° 79,23° 20,77?
T 417,17 | 135,38% | 552,54% 67,77 22,332
T, 287,50* | 130.00° 417,50° 77,67° 32,23"
Ts 399,17 | 29542° | 694,58 57,09 42,91°
T, 268,75° 112,50° 381,25° 68,32° 31,68"
Ts 531,25 | 303,33° 834,58° 62,33% 37,67

Letras distintas en las columnas indican diferencias significativas (p<0,05)
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Figura 4.8: Porcentaje de rendimiento de raices tuberosas a campo, a partir de
plantas obtenidas bajo diferentes tratamientos de aclimatizacion en relacién al
rendimiento de las plantas establecidas mediante estacas caulinares (T).

Si bien la supervivencia en la etapa de aclimatizacion en camara de cultivo
no difiri6 entre tratamientos, siendo elevada en todos ellos, las diferencias
observadas a nivel de peso total, area foliar y de biomasa radical al finalizar esa
etapa, permiten afirmar que las plantas obtenidas fueron significativamente
diferentes, condicién que si resulté en respuestas diferenciales en la supervivencia
a campo, donde es probable que el mayor desarrollo radical en los T; y Ts
favoreciera una mayor exploracion del suelo, permitiendo una mejor absorcion de
agua Yy nutrientes en las condiciones de campo, con respecto al resto de los

tratamientos y al control.

4.4, Conclusiones

- La aclimatizacion en camara fue exitosa, registrandose una elevada

supervivencia de las plantas bajo todos los tratamientos (96% a 100%).

- Si bien los tratamientos no afectaron la supervivencia de las plantas en la
etapa de aclimatizacion en camara de cultivo, permitieron el desarrollo de
plantas con diferencias significativas a nivel de area foliar, peso fresco y seco
de raices, tallos y hojas; lo que influy6é en la respuesta en condiciones de
campo, tanto a nivel de supervivencia como de peso fresco total, particion de

biomasa y produccion de raices tuberosas.

- Con respecto a la supervivencia en condiciones de campo se observaron dos
tipos de respuesta: supervivencia elevada para el control y los tratamientos

aclimatizados en sustrato comercial y en hidroponia con solucion nutritiva y
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menor supervivencia para los tratamientos con arena + lombricompuesto,

perlita e hidroponia en agua corriente.

A fin de establecer un procedimiento para la aclimatizacion eficiente de
plantas de mandioca con fines productivos es importante extender la
evaluacion de la supervivencia, por lo menos, hasta el primer mes de
transplante a campo, y analizar su comportamiento durante todo el ciclo del

cultivo.

Si bien no se observaron diferencias con respecto al peso fresco total, el
porcentaje de biomasa destinado a las raices fue significativamente mayor en
los tratamientos con sustrato comercial (T3) y en hidroponia con solucion
nutritiva (Ts), lo que se tradujo en un mayor rendimiento de raices tuberosas

con respecto al control.

El proceso de propagacion in vitro, desde la diseccion de los segmentos
nodales hasta la siembra a campo, se realiza en un tiempo aproximado de 10

semanas.
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CAPITULO 5

5.1. Conclusiones Generales

Con esta tesis se generod informacion sobre la capacidad organogénica y
embriogénica de cultivares de mandioca (Manihot esculenta Crantz) de interés
para Argentina, evaluando ademds diferentes sistemas para lograr una eficaz

aclimatizacién a campo de las plantas micropropagadas.

Se logro el establecimiento in vitro, la regeneracion y la multiplicacion de 28
clones, a partir de segmentos uninodales, utilizando un medio compuesto por MS
adicionado con 0,01 mg.I" de ANA, 0,01 mg.I* de BAP y 0,1 mg.I* de AG;. El
namero promedio de nudos por planta en el primer ciclo de multiplicacién varié

entre 2,3y 6,6 para los diferentes clones.

La evaluacién del efecto de las citocininas sobre la morfogénesis caulinar y
radical de la mandioca (clon EC 118) demostrd que si bien todas las citocininas
evaluadas permitieron regenerar vastagos, se destacaron el BAP (1 mg.I") con
respecto a la induccion de mdltiples vastagos y el 2iP (en todas las
concentraciones evaluadas) y la CIN y el BAP (ambos en su menor concentracion)

con respecto al porcentaje de plantas regeneradas en menor tiempo.

En funcién de los resultados obtenidos, la encapsulacién de segmentos
uninodales de mandioca se presenta como una alternativa factible de implementar
para la propagacion de esta especie y su futuro uso en la implantacion a campo,
siendo necesarios mayores estudios. Se obtuvieron porcentajes de regeneracion
de plantas similares cuando se cultivaron segmentos uninodales sin encapsular y
encapsulados en alginato de calcio sobre el medio MS sélo o adicionado con ANA,
BAP y AG;. Estos valores disminuyeron cuando se adicioné a la capsula el medio
de cultivo a modo de endosperma artificial. En este sentido, seria interesante
evaluar el efecto de la adicion de diferentes concentraciones de medio MS a la
capsula de alginato de calcio, ya que es probable que la elevada concentracion
salina del medio de cultivo que rodea al explante encapsulado influya
negativamente sobre su enraizamiento. Otras alternativas a evaluar serian el
pretratamiento de las capsulas con diferentes soluciones nutritivas y la
encapsulacion de segmentos previa induccion de la formacion de raices, a fin de
garantizar su regeneracion en el menor tiempo, como se ha conseguido en otras

especies.
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Con respecto a la embriogénesis somatica, fue posible inducir la formacién

de embriones somaticos en 30 de los 34 clones de mandioca evaluados, utilizando

un sistema de dos fases, que consisti6 en una fase de induccion de &pices

caulinares en medio MS adicionado con 6 mg.I™* de 2,4-D y 2% de sacarosa y una

fase de maduracion en medio MS adicionado con 0,01 mg.I* de 2,4-D; 0,1 mg.I*

de BAP; 1 mg.I" de AG; y 2% de sacarosa propuesto por Szabados et al., (1987).

Con este procedimiento se logré obtener embriones somaticos germinados en 16

clones y regenerar plantas en 9 de los 34 cultivares evaluados.

El andlisis del efecto de diferentes factores sobre la embriogénesis

somética en mandioca (clon EC 118), demostré que:

Todas las auxinas evaluadas promovieron la induccién de embriones
somaticos, aunque los mayores indices de embriogénesis se registraron con
2,4-D y Picloran. Si bien el uso de 2,4,5-T y NOA en el medio de induccion
produjo elevados porcentajes de embriogénesis, su desempefio no fue tan

destacado con respecto al nimero de embriones por explante.

Las yemas axilares demostraron ser explantes tan adecuados como los 4pices
caulinares para inducir la formacién de embriones somaticos, presentando
menor variabilidad en la respuesta con respecto a los apices caulinares al
utilizar diferentes auxinas en el medio de induccién. Si bien el patrén de
respuestas fue similar con ambos tipos de explantes, los apices caulinares
tuvieron el mejor desempefio con 10 mg.I" de Picloram, mientras que las

yemas axilares respondieron mejor con 6 y 10 mg.I™ de 2,4-D.

Un periodo de induccion de 10 dias seria suficiente para que los &pices
caulinares adquirieran su capacidad embriogénica. Este periodo seria mayor
con las yemas axilares, ya que la cantidad de embriones soméaticos generados

aumenta al aumentar el tiempo de induccién.

Si bien la sacarosa es usada satisfactoriamente para la obtencion de
embriones somaticos en mandioca, el indice de embriogénesis demostré que la
adicion de 3% de glucosa al medio de cultivo incrementa significativamente la
embriogénesis somatica a partir de yemas axilares con respecto a las demas
fuentes carbonadas. Ademas la glucosa permitié los mayores porcentajes de

embriones somaticos germinados y regeneracion de plantas.

Los tratamientos de aclimatizacion permitieron el desarrollo de plantas con

diferencias significativas a nivel de area foliar y peso seco de raices y parte aérea,

lo que condiciond la respuesta de las plantas a campo, resultando en una mayor

106



produccién de raices tuberosas con respecto al control en los tratamientos
aclimatizados con sustrato comercial y en condiciones hidroponia con solucion

nutritiva.

Se observo un importante efecto del genotipo en el desarrollo in vitro de las
plantas de mandioca, tanto a nivel de organogénesis como de embriogénesis
somatica. En este sentido y dado que la evaluacion del efecto de auxinas, fuentes
carbonadas, tipos de explantes y tiempo de induccion se realizd sélo con el clon
EC 118, seria importante comprobar en qué grado los resultados aqui obtenidos
permiten optimizar la respuesta embriogénica de otros clones de mandioca.
Ademas es necesario seguir optimizando el sistema para obtener no so6lo una
mayor frecuencia embriogénica, sino también una mayor regeneracion de plantas

de mandioca partir de embriones somaticos.
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