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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 Cultivo de Tejidos Vegetales de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional del Nordeste y del Instituto de
Botanica del Nordeste (Universidad Nacional del Nordeste — Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas y Técnicas), bajo la direccion del Dr. Ricardo Daniel
Medina y la codireccion de la Dra Natalia Raquel Dolce.

Esta tesis esta dividida en 5 capitulos:

El Capitulo 1 contiene un marco general sobre el cultivo de la mandioca
(Manihot esculenta Crantz), que incluye su taxonomia, origen y distribucion, su
morfologia y la importancia del cultivo como asi también sus usos. Incluye el
cultivo tradicional y sus limitantes, asi como también contiene las bases de cultivo
in vitro de mandioca, con sus ventajas. Se presenta ademas la descripcion del
problema de estudio, la hipotesis y los objetivos.

En el Capitulo 2 se describen los materiales y métodos de los ensayos
realizados; el primer experimento fue llevado a cabo con el objeto de determinar el
efecto de diferentes fuentes y dosis de citocininas en la regeneracién in vitro de
explantes con multiples vastagos (MV) en 10 cultivares de mandioca. El segundo
experimento fue disefado para evaluar el efecto del medio de cultivo y el tiempo
de induccidn sobre la regeneracion de MV de diferentes cultivares de mandioca. El
tercero se efectu6 para estudiar el efecto del medio de cultivo y la exposicion a
distintos tratamientos luminicos sobre la regeneracion de MV y la elongacion de
los vastagos derivados de MV de diferentes cultivares de mandioca.

El Capitulo 3 incluye los resultados de los 3 experimentos ejecutados, con su
correspondiente discusion.

El Capitulo 4 presenta las conclusiones generales de esta tesis.

En la seccion bibliografia se exhiben las citas bibliograficas enunciadas en

esta tesis.
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Resumen

La mandioca (Manihot esculenta Crantz, Euphorbiaceae) es un arbusto cultivado
principalmente por la produccion de raices tuberosas amilaceas. Su propagacion
tradicional se realiza a través de estacas de tallos, la cual es sencilla, pero
conlleva algunos inconvenientes. La propagacion in vitro de mandioca ha
permitido mejorar la tasa de multiplicacion, sin embargo, hasta el momento, las
metodologias puestas a punto son eficientes en algunos genotipos. El objetivo de
esta tesis fue determinar las condiciones 6ptimas necesarias para la propagacion
in vitro de mandioca, utilizando la via de regeneracién organogénica directa por
induccién de multiples vastagos (MV), aplicable a 10 cultivares de interés para la
agricultura del Nordeste argentino. Para ello, se plante6 evaluar el efecto de
diferentes factores que afectan la propagacion in vitro mediante la promocién de
la regeneracion de MV. En primer lugar, se evaluo el efecto de los medios de
cultivo adicionados con citocininas (BAP, CIN y TDZ), en 5 dosis (0,5, 1,5, 10y
15 mg/L), y 2 controles (MS y MS + 0,01 mg/L BAP + 0,01 mg/L ANA + 0,1 mg/L
AGs empleado de rutina en micropropagaciéon de mandioca) sobre la induccion
de MV. En el Experimento 1 se demostré que los medios adicionados con 0,5 0 1
mg/L de BAP o bien 5 0 10 mg/L de CIN, fueron los que permitieron que el 100%
de los cultivares evaluados respondan positivamente. Ademas se estudio la
capacidad de enraizamiento de los vastagos derivados de MV y la calidad de las
plantas regeneradas en términos de peso seco. En el Experimento 2 se observo
que, los medios adicionados con BAP (0,5 y 1 mg/L) fueron los que manifestaron
las mejores respuestas de regeneracion de MV. El tiempo de induccion minimo
favorable resulté ser de 20 dias, aunque persistieron las diferencias genotipicas
en la regeneracion de MV. La interaccion entre el cultivar, los medios de cultivo y
el tiempo de exposicion a las citocininas sobre la longitud de vastagos derivados
de MV, demostrdé que hubieron cultivares que formaban los vastagos mas altos
(cv. Surubim y MCol 1505), otros los mas bajos (cvs. Ramada Paso y Santa
Catarina) y un tercer grupo que presentaba variaciones con una tendencia al
aumento de la longitud cuando el medio se encontraba suplementado con las
concentraciones mas bajas de citocininas y tiempos de induccion mas cortos. En
el Experimento 3, se analiz6 el efecto de 3 medios de cultivo destacados (i.e.
MS + 0,5 mg/L de BAP; MS + 1 mg/L de BAP y MS + 10 mg/L de CIN) y distintas
condiciones luminicas (i.e. tratamientos con luz blanca, luz azul, luz roja y
oscuridad) sobre la diferenciacion de MV, la producciéon de nudos por explante y
la elongacion de los vastagos derivados de MV. El medio con BAP promovié una
mayor diferenciacion de MV y produccién de nudos, favoreciendo su elongacion,
en particular, cuando se emple6é una concentracién de 0,5 mg/L. Cuando los
explantes fueron sometidos a luz blanca, azul o roja no se observaron
variaciones significativas en la diferenciacion de MV, sin embargo, fue deprimida
en oscuridad asi como la produccién de nudos. La incubacion en luz blanca o
azul ejercio efectos similares sobre la produccion de nudos. Sera necesario
entonces seguir explorando otras alternativas para optimizar la elongacion, sin
perjuicio de la eficiencia de la propagacion. A partir de los resultados obtenidos
en esta tesis, se sugiere un protocolo de multiplicacion in vitro de mandioca via
multiples vastagos aplicable a genotipos diferentes de mandioca.



Abstract

Cassava (Manihot esculenta Crantz, Euphorbiaceae) is a shrub cultivated mainly
for the production of starchy tuberous roots. It is traditionally propagated through
stem cuttings, which is a simple method, but has some inconvenient. The in vitro
propagation of cassava has made possible to improve the multiplication rate,
however, until now the methodologies developed are efficient only for a few
genotypes. The aim of this thesis was to determine the optimal conditions for the in
vitro propagation of cassava, through direct shoot organogenesis by induction of
multiple shoots (MV), applicable to 10 cultivars of interest for the agriculture of
Northeast Argentina. For this, it was proposed to evaluate the effect of different
factors that affect in vitro propagation by promoting MV regeneration. First, were
evaluated the effect of the culture media added with cytokinins (BAP, CIN and
TDZ), in 5 doses (0.5, 1, 5, 10 and 15 mg/L), and 2 controls (MS and MS + 0.01
mg/L BAP + 0.01 mg/L ANA + 0.1 mg/L AGs frequently used in cassava
micropropagation) on the induction of MV regeneration. Results from Experiment 1
showed that the media added with a cytokinin, either 0.5 or 1 mg/L of BAP or 5 or
10 mg/L of CIN, were those that allowed to 100% of the evaluated cultivars
respond positively. The rooting capacity of the shoots derived from MV and the
quality of the regenerated plants in terms of dry weight were also studied. In
Experiment 2 it was observed that the media added with BAP (0.5 and 1 mg/L)
were those demonstrated the best MV regeneration responses. The minimum
favorable induction time was 20 days, although genotypic differences in MV
regeneration persisted. The interaction between the cultivar, the culture media and
the time of exposure to cytokinins on the length of shoots derived from MV,
showed that some cultivars formed the highest shoots (cv. Surubim and MCol
1505), others the lowest (cvs. Ramada Paso and Santa Catarina), and a third
group that presented variations with a tendency to increase in length when the
medium was supplemented with the lowest concentrations of cytokinins and
shorter induction times. In Experiment 3, the effect of the best MV induction culture
media (i.e. MS + 0.5 mg/L BAP; MS + 1 mg/L BAP and MS + 10 mg/L CIN),
combined with different light conditions (i.e. treatments with white, blue and red
light, and darkness) on the differentiation of MV, the production of nodes by explant
and the elongation of the stem derived from MV were analyzed. Medium with BAP
promoted a greater differentiation of MV and production of nodes, favoring their
elongation, in particular, when a concentration of 0.5 mg/L was added. When the
explants were subjected to white, blue or red light, no significant variations were
observed in the differentiation of MV; however it was depressed in the dark as well
as the production of nodes. Incubation in white or blue light had similar effects on
nodes production. Thus, it will be necessary to continue exploring other
alternatives to optimize elongation, without prejudice to the propagation efficiency.
Based on the results obtained in this thesis, an in vitro multiplication protocol for
cassava via multiple shoots applicable to different genotypes is suggested.

Vi
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CAPITULO 1
1. Introduccién general
1.1. Generalidades de la mandioca (Manihot esculenta Crantz)
1.1.1 Taxonomia, origen y distribucion de la especie

La mandioca (Manihot esculenta Crantz) pertenece al orden Euphorbiales, familia
Euphorbiaceae, tribu Manihotae. La familia Euphorbiaceae, constituida por unas
7200 especies, se caracteriza por su notable desarrollo de los vasos laticiferos
compuestos por células secretoras llamadas galactocitos, la produccién de flores
unisexuales y capsulas tricocas (Puonti-Kaerlas, 1998; Ceballos y de la Cruz,
2002; Suarez Guerra y Mederos Vega, 2011). Un género muy importante de esta
familia lo constituye Manihot, que es originario del continente americano. Se han
descrito alrededor de 98 especies asignadas a este género, de las que solo M.
esculenta 'y M. glaziovii (de la cual se extrae caucho) tienen relevancia econémica

y son cultivadas (Raemakers et al., 1997).

La mandioca es una especie nativa de América del Sur (Olsen y Schaal, 1999) y
constituye uno de los cultivos mas antiguos conocidos. Por hallazgos
arqueoldgicos en el Amazonas, algunos autores estiman que su domesticacion
comenzo6 5000 a 7000 afos A.C. (Allem, 2002). Numerosas evidencias apuntan a
que el area de domesticacion de la mandioca comprende una vasta region desde
Brasil hasta México (Simmonds, 1976; Suarez Guerra y Mederos Vega, 2011;
Carvalho et al., 2018). Al ser una especie de origen tropical prefiere climas calidos
y hiumedos, aunque se adapta a diferentes tipos de suelo y condiciones climaticas.
Se cultiva entre los paralelos 30° Lat N y 30° Lat S, siendo el limite de altitud para
este cultivo los 2000 m.s.n.m. Puede crecer en zonas con lluvias de 1000 a 3000
mm anuales, aunque en este caso necesita muy buen drenaje. Si bien en América
del Sur fueron encontradas poblaciones selvaticas, las plantas crecen bien y
pueden expresar su potencial de rendimiento si son cultivadas a pleno sol (Cock,
1989; Raemakers et al., 1997; Carvalho et al., 2018).



1.1.2 Morfologia de la mandioca

Segun Dominguez et al. (1983), la mandioca es un arbusto perenne de 1 a 3 m de
altura. Posee tallos cilindricos y lignificados a la madurez, pudiendo alcanzar de 2
a 6 cm de didametro. Los tallos estan formados por la alternacion de nudos y
entrenudos cuya longitud es muy variable dependiendo del cultivar y la influencia
de otros factores bitticos y abioticos. Es una planta de ramificacién simpodial, que
dependiendo de los cultivares lo hace de manera dicotomica, tricotbmica o
tetracotdmica, originando ramas secundarias que a su vez, dan lugar a
ramificaciones sucesivas. Estas ramificaciones son inducidas por la floracion, por
lo cual, se denominan ramificaciones reproductivas y constituyen el caracter
genotipico mas estable. Sin embargo, estas ramas se desarrollan diferenciandose
o no la inflorescencia. El momento en el cual se producen estas ramificaciones y
los factores que la controlan, aun no estan totalmente elucidados. A pesar de ello,
algunos cultivares tienen fuerte dominancia apical y solo desarrollan un tallo sin
ramificaciones reproductivas (Cock, 1989). Existe otro tipo de ramificaciones
denominadas laterales, las cuales son esporadicas y su ocurrencia también
depende de la influencia de distintos factores intrinsecos y extrinsecos. Es
importante conocer la conformacion del tallo y su compartimento frente a distintos
factores dado que son el medio mas utilizado para la multiplicacion comercial de la
especie sirviendo como "semilla asexual". Tiene hojas simples y estan
compuestas por la lamina foliar y el peciolo. La lamina foliar es palmada y
profundamente lobulada. El tamafio y el color de las hojas también son
caracteristicas tipicas de cada cultivar (Fukuda et al., 2010). En las plantas
provenientes de estaca-semilla, las raices se diferencian en forma adventicia,
formandose en la base inferior cicatrizada de la estaca y también proximas a las
yemas axilares que estan bajo tierra. Estas raices, al desarrollarse, forman un
sistema fibroso. La planta adsorbe el agua y los nutrientes por medio de las raices
fibrosas. En general, el sistema radical presenta una baja densidad de raices, pero
una penetracion muy profunda, llegando las raices fibrosas hasta los 2,5 metros,
lo que contribuye a que la planta tenga la capacidad de soportar periodos

prolongados de sequia. Posteriormente, algunas de las raices fibrosas



experimentan un engrosamiento y se convierten en raices tuberosas. Las raices
tuberosas son morfolégica y anatdbmicamente idénticas a las raices fibrosas, la
diferencia esencial radica en que la polaridad del crecimiento de la raiz cambia de
longitudinal a radial por medio del crecimiento secundario, aumentando el tamafio
del parénquima de reserva donde luego se acumulara almidon como compuesto
de reserva. Las raices tuberosas tienen como caracteristica principal una gran
capacidad de almacenamiento de almidon, por lo que es el 6rgano de la planta
que hasta el momento tiene el mayor valor econdmico (Dominguez et al., 1983;
Ceballos y De la Cruz, 2002).

La mandioca se caracteriza por ser diclino-monoica, de polinizacién cruzada,
debido a que las flores femeninas de un racimo se abren antes que las masculinas
(protoginia), por lo que cada individuo descendiente de una semilla exhibira un alto
grado de heterocigosis (Alves, 2002; Ceballos y de la Cruz, 2002). Esta es una de
las principales razones por las que el cultivo de la mandioca es comercialmente
realizado en forma agamica, mediante estacas de tallo o estacas caulinares (Cock,
1989; Lopez, 2002; El-Sharkawy, 2003). Esta forma de propagacién asexual
permite  una mayor homogeneidad en el crecimiento, comportamiento y
rendimiento de las plantaciones. Por otra parte, las poblaciones de mandioca a
partir de semillas son dificiles de lograr por la baja produccién de simientes, las
cuales son poco viables y de muy bajo porcentaje de germinacion (Dominguez et
al., 1983). De todos modos, el uso de semillas tiene un incalculable valor en el
mejoramiento genético del cultivo (Ceballos y De la Cruz, 2002; Dominguez et al.,
1983), donde el propdsito puede ser generar hibridos, los cuales podrian

perpetuarse mediante su propagacion vegetativa (Mussio et al., 1998).

1.1.3 Importancia del cultivo

En los tropicos, la mandioca constituye la cuarta fuente mas importante de
carbohidratos, antecedida por el arroz, la cafa de azucar y el maiz (Puonti-

Kaerlas, 1998). Sus raices tuberosas proveen de alimento a mas de 1.000



millones de personas, en su mayoria agricultores de pequefa escala y familias

campesinas (Roca et al., 1991; Cavallero et al., 2012).

La mandioca posee caracteristicas que le permiten desarrollarse en ambientes
marginales, donde los agricultores carecen de recursos para mejorar las
condiciones del suelo con el agregado de fertilizantes (Puonti-Kaerlas, 1998). Este
cultivo tolera suelos acidos, sequias periodicas, defoliacion por plagas y puede
intercalarse con diferentes cultivos (Henry y Hershey, 1991). A diferencia de otros
cultivos, una sequia reduciria los rendimientos de las plantas de mandioca, pero
las pérdidas solo seran totales si la sequia es tan prolongada que cause su
muerte. Esto casi nunca ocurre, ya que la mandioca tiene mecanismos
estomaticos que la protegen, lo que le permite una buena adaptacion en regiones
donde las lluvias son inciertas. Al no tener periodos criticos de crecimiento, este
cultivo es menos vulnerable ante una sequia lo que hace posible su plantacién
durante un mayor periodo de tiempo que muchos otros cultivos; lo que facilita su
adaptaciéon a diferentes sistemas de produccién (Cock, 1989). Debido a su
rusticidad y tolerancia a condiciones ambientales adversas, es un cultivo capaz de
producir en lugares marginales en los cuales otros cultivos no prosperarian, con
buenos rendimientos aun en suelos pobres (Puonti-Kaerlas, 1998; Li et al., 1998,
Mejia de Tafur, 2002).

Actualmente, la mandioca se cultiva en mas de 100 paises en el mundo, tanto de
Africa, Asia y América Latina. La mitad de las hectareas dedicadas al cultivo de la
mandioca se encuentran en Africa, un 30% en Asia y el 20% restante en América
Latina (Ceballos et al., 2004). Se calcula que en 2018 la produccién mundial fue
de 278 millones de toneladas distribuidas en 24,5 millones de hectareas
(FAOSTAT, 2020).

Otra caracteristica destacable de la mandioca es que posee una gran flexibilidad
en el tiempo de cosecha (Henry y Hershey, 1991; Cock, 1989). La mayoria de los
cultivos se tienen que cosechar durante un periodo especifico, porque si la
cosecha se retrasa, generalmente los productos se deterioran o caen al suelo y

germinan o se pudren. En cambio, la mandioca puede permanecer en el campo
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hasta cuando se necesite y continua creciendo, inclusive puede dejarse en el
campo sin cosechar hasta por dos a tres afios o puede cosecharse parcialmente,

cuando se necesita para alimento (Cock, 1989).
1.1.4 Usos de la mandioca

La mandioca tiene su principal valor econdémico en su 6rgano de reserva o
almacenamiento de energia, las raices tuberosas; las cuales contienen hasta un
85% de su peso seco de almidon. En muchos paises en desarrollo es la fuente de
calorias mas economica disponible (Puonti-Kaerlas, 1998), teniendo diversos usos
en la alimentacion humana y animal, asi también como materia prima en varios
procesos industriales (EI-Sharkawy, 2004). Sus hojas -que generalmente se
desperdician en el campo- también pueden utilizarse para alimentar el ganado,

particularmente por su aporte proteico (Burgos et al., 2019).

Si bien el principal producto de renta de la mandioca son sus raices tuberosas
para alimentacion humana, tanto las raices tuberosas como las hojas pueden ser
empleadas en alimentacion animal (Ceballos y de la Cruz, 2002). Las primeras se
usan como fuente de hidratos de carbono y las segundas como fuente de
proteinas, minerales y vitaminas, principalmente vitamina C y carotenos. La
presencia de glucosidos cianogénicos, tanto en raices como en hojas, es un factor
determinante en el uso que se le dara. Muchos cultivares tienen bajos niveles de
estos glucésidos y pueden ser consumidas de manera segura, luego de los
procesos normales de coccion. Otros cultivares, en cambio, tienen altos niveles de
estas sustancias, por lo que solo se utilizan generalmente para procesos

industriales como ser extraccion de almidén (Ceballos y de la Cruz, 2002).

El producto industrial mas importante elaborado a base de raices tuberosas de
mandioca es el almidon, que se usa en la industria alimenticia y textil, en la
fabricacion de papeles y adhesivos, aunque también tiene potencial en la
produccion de dextrosa y multiples derivados, ademas de su capacidad para
producir bioetanol. Las propiedades de claridad y baja retrogradacion del almidon

de mandioca hacen que se pueda utilizar en muchos productos alimenticios. Sus



caracteristicas organicas se asemejan bastante al almidon del maiz (Suarez

Guerra y Mederos Vega, 2011).

En Brasil, una gran proporcion de mandioca es consumida como farinha, la cual se
utiliza para diferentes platos tipicos. La farinha se obtiene pelando, rallando y
exprimiendo las raices tuberosas mediante diferentes métodos; luego es vuelta a
rallar, hornear y moler. En paises como Nigeria, las raices se lavan, se pelan y se
rallan, luego son colocadas en bolsas y son exprimidas con contrapesos durante
varios dias para que fermenten. Este producto luego se frie hasta que se seca,

para ser almacenado o comercializado (Cereda, 2002).

En Argentina, en la zona norte y principalmente en el nordeste del pais, el almidon
o fécula de mandioca es utilizada en forma directa para la elaboracion de
alimentos, fundamentalmente el chipa o chipa, preparacién horneada a base de
almidén y queso. Desafortunadamente, el aprovechamiento integral de la

mandioca en Argentina es muy reducido (Morandi y Pirker, 2012).
1.2. Cultivo tradicional de la mandioca

Como se mencioné en un apartado anterior, tradicionalmente la mandioca se
propaga mediante estacas de tallo. Esta forma de propagacién asexual permite
una mayor homogeneidad en el crecimiento, comportamiento y rendimiento de las
plantaciones. Los tallos o ramas de mandioca se cortan de la planta cuando se
encuentran maduros, condicion que alcanzan entre los 7-8 meses de la plantacion,
pudiendo coincidir con el momento de cosecha de las raices tuberosas. Estos
tallos seran acondicionados y conservados unos meses, refugiados de las heladas
bajo monte o al abrigo de arboles de hoja perenne durante otofio e invierno
(Pletsch y Uset, 2013). Al momento éptimo de plantacién en primavera, los tallos
que sobrevivan al periodo de conservacion seran fraccionados en estacas de
tallos de 10 a 20 cm y seran utilizados como estaca-semillas para la implantacion
del cultivo. Las estacas-semillas contienen suficientes reservas de carbohidratos y
nutrientes esenciales para regenerar y desarrollar raices y hojas (El-Sharkawy,
2003; 2004).



Si bien la plantacion de estacas de tallo es un método de propagacion sencillo y
economico, que al mismo tiempo permite conservar las caracteristicas varietales,
esta técnica presenta tasas de multiplicacion muy bajas (10 a 20 estacas por afo
por cada planta) y es un importante medio de diseminacion de plagas y
enfermedades (Roca y Jayasinghe, 1982; Roca, 1984; Garsaball y Cuevas, 2006;
Smith et al., 1986; Puonti-Kaerlas, 1998; Pedroso de Oliveira et al., 2000;
Caballero et al., 2012; Marin et al., 2009), lo que afecta el crecimiento y
rendimiento del cultivo (Albarran et al., 2003). Por lo tanto, si se quiere garantizar
el desarrollo regional del cultivo de mandioca, es necesario multiplicar plantas
correspondientes a lineas mejoradas o a cultivares de interés, libres de
enfermedades y de patdégenos sistémicos de un modo mas eficiente, a fin de
ponerlas a disposicién de los agricultores (Smith et al., 1986; Puonti-Kaerlas,
1998; Thro et al., 1999; Mapayi et al., 2013).

Durante su cultivo a campo, las raices comienzan a engrosarse a los 3 meses de
la plantacion y contindan incrementando su peso hasta el final del ciclo (que si el
destino es consumo en fresco sera de cosecha anual o si se destina como materia
prima industrial sera de cosecha bianual) (Aristizabal y Calle, 2015).
Generalmente, el ciclo de produccién de la mandioca para destino a consumo en
fresco, es de alrededor de 9 meses, momento en que generalmente se realiza la

cosecha en el Nordeste argentino.
1.2.1. Limitantes del cultivo tradicional de mandioca

Entre las caracteristicas limitantes del cultivo tradicional de la mandioca pueden

mencionarse las siguientes:

- Bajo potencial de almacenamiento: El material de propagacion de la mandioca se
deteriora durante el almacenamiento debido a la deshidratacion de los tallos,
pérdida de reservas por brotacion y por ataque de plagas por patégenos, lo cual
ocasiona una disminucion paulatina de la cantidad de estacas aprovechables, a

medida que aumenta el periodo de almacenamiento (Lépez, 2002).



- Baja tasa de multiplicacién: En promedio, una planta madura de mandioca en
buenas condiciones produce en promedio 10-20 estacas de 20-10 cm de longitud,
lo que representa una tasa de multiplicacion baja en comparacion con otros
cultivos. Esto trae las siguientes consecuencias: 1) es muy dificil expandir
rapidamente el area sembrada y 2) se debe dedicar una gran superficie a la

obtencién de material de siembra (Cock, 1989).

- Agricultores de baja escala: La mayor parte de la produccion de mandioca la
realizan pequenos productores, utilizando sistemas tradicionales de produccion y
obteniendo rendimientos bajos, aunque estables. Generalmente, la mandioca se
produce en areas marginales, de suelos de pobre fertilidad (Pletsch, 2004), por lo
que se obtiene una reducida produccidn de raices y material de plantacién de baja

calidad por su bajo contenido de reservas (L6pez, 2002).

- Deterioro de las raices luego de la cosecha: Las raices de mandioca pueden
conservarse en la planta durante mucho tiempo, pero una vez que son
cosechadas deben ser utilizadas rapidamente para que no se deterioren. En
muchos cultivares, el deterioro fisiolégico de las raices comienza a las 24 horas
posteriores a la cosecha y se manifiesta con un estriado vascular de color azulado,
lo que las hace inaceptables para su uso (Puonti-Kaerlas, 1998; Ceballos y de la
Cruz, 2002; Raemakers et al., 1997). La ocurrencia de este deterioro fisioldgico
esta asociado a los dafios mecanicos que ocurren con la cosecha, pero también
depende del genotipo; por otra parte, como consecuencia de estos dafios también
se manifiesta un deterioro microbiolégico de las raices tuberosas entre 5 a 7 dias

de su cosecha (Ceballos y De la Cruz, 2002).

- Enfermedades y plagas transmitidas por estacas: La mandioca puede ser
atacada por varios agentes patdogenos que se transmiten por el material de
plantacion. Entre ellos podemos contar a los hongos, bacterias, micoplasmas y
virus. Asi también, son atacadas por acaros, trips, barrenadores del tallo. En
regiones muy afectadas con virus y bacterias, es necesario el saneamiento del

material utilizado (Lépez, 2002).



Es por todo esto que se requiere la implementacion de técnicas de multiplicacion
masiva, que generen material de propagacion con caracterizas deseables y libres
de plagas y enfermedades a una tasa de propagacién mas eficiente. Para lograr

este objetivo, la biotecnologia constituye una herramienta fundamental.
1.3. Cultivo de tejidos

El cultivo de células y tejidos vegetales es una herramienta biotecnoldgica que
surgié a comienzos del siglo XX de la mano de Gottlieb Haberlandt (Krikorian y
Berquam, 1969), la cual se fundamenta en la totipotencialidad de las células
vegetales. En su acepcion mas amplia, comprende un heterogéneo conjunto de
técnicas mediante las que un explante (una parte separada del vegetal que puede
ser protoplasto, células, tejidos y 6rganos) se cultiva asépticamente en un medio
artificial de composicién quimica definida y se incuba en condiciones ambientales
controladas (Roca y Mroginski, 1993; Mroginski et al., 2011). Existe una diversidad
de tejidos que pueden utilizarse en diferentes especies como material de partida
para la micropropagacion, siempre dependiendo del objetivo del cultivo. Algunos
de estos tejidos son: meristemas, apices terminales (caulinares y radicales),
segmentos nodales, embriones zigoticos, hojas, semillas, anteras, ovarios, ovulos,
etc. (Mroginski et al., 2011). Los objetivos perseguidos con la utilizacién del cultivo
in vitro son numerosos y diferentes, como ser: estudios basicos de botanica,
genética y fisiologia, incremento de la variabilidad genética, obtencion de plantas
libres de patdgenos, conservacion e intercambio de germoplasma y propagacion

masiva de plantas (Mroginski y Roca, 1993).

En cuanto a la producciéon de plantas y productos naturales de interés, el cultivo in
vitro de células y tejidos vegetales constituye una tecnologia interesante debido a
las siguientes consideraciones: 1) la produccion de plantas de sanidad controlada,
lo que permite incrementos en los rendimientos, 2) la independencia del clima,
suelo, distribucién geografica y problemas socio-politicos, 3) la capacidad de
establecer un sistema de producciéon definido, en relacion a las demandas del
mercado, 4) el cultivo de especies no domesticadas y/o dificiles de cultivar a

campo, 5) la conservaciéon del germoplasma de plantas de interés comercial o en
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vias de extincién, 6) la posibilidad de establecer programas de mejoramiento
genético, mas rapidos que en los cultivos tradicionales, por técnicas
biotecnolégicas e ingenieria genética, y 7) la produccién de plantas transgénicas
resistentes a patdgenos, a herbicidas o a estrés abidtico, con mejor calidad
(Llorente, 2002).

Respecto a los factores que afectan el proceso de regeneracion y crecimiento in
vitro, estos pueden ser divididos en dos grupos: 1) aquellos relacionados al tipo y
estado fisiolégico del tejido o explante a cultivar y 2) aquellos relacionados a las
condiciones de incubacién del cultivo. Asimismo, dentro del primer grupo merece
la pena mencionar el efecto de la variacién genética de las plantas dadoras de los
explantes, lo cual afecta significativamente la tasa de propagaciéon de varias
especies y cultivares. Dentro de las condiciones de incubacion, el medio de cultivo
donde se inocula el explante juega un rol muy importante y generalmente contiene
componentes esenciales para la supervivencia y el normal crecimiento de las
plantas, tales como agua, minerales, fuente de carbono, vitaminas, aminoacidos v,
si fuera necesario, reguladores de crecimiento vegetal. Un medio nutritivo
universalmente empleado es el denominado MS, propuesto por Murashige vy
Skoog (1962). La fuente carbonada frecuentemente usada es la sacarosa a una
concentracion é6ptima de 3 a 5% dependiendo de la via de regeneracién a
estimular y el estado de crecimiento o desarrollo de la planta. Por lo general, para
colaborar con la promocion de multiples vastagos (MV) se utilizan bajas

concentraciones de sacarosa, siendo de eleccion 3%.
1.3.1. Cultivo in vitro de mandioca

En las ultimas décadas, la mandioca ha recibido una mayor atencion por parte de
las instituciones de investigacion agricola, llevando a cabo estudios que buscan
elevar su productividad a menores costos de produccién. Varios grupos
internacionales estan cooperando en el desarrollo de nuevos cultivares y el
mejoramiento de los cultivares existentes en relacion a aspectos como rendimiento
de raices, calidad de proteinas y resistencia a enfermedades y plagas (Mathews et

al., 1993). En las investigaciones realizadas se emplean técnicas de estudio del
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area de la biotecnologia vegetal, la cual incluye tres componentes basicos que
interactuan entre si: (a) técnicas microbianas de bioprocesamiento; (b) técnicas de
cultivo in vitro de células, tejidos y dérganos; (c) procedimientos moleculares y
celulares para la caracterizacion y modificacion de genomas, incluyendo técnicas
para la identificacion, recombinacion, clonacion, transferencia y expresion de
material genético (Kartha y Roca, 1993; Cereda, 2002).

Con respecto al cultivo de tejidos, los primeros registros de la utilizacién de estas
técnicas en mandioca datan de 1974, incluyendo estudios relacionados con el
crecimiento de callos (Eskes et al., 1974) y el cultivo de meristemas caulinares
(Kartha et al, 1974). Esta ultima técnica ha permitido principalmente la
propagacion de plantas libres de virus y de cualquier otro patégeno sistémico, lo
cual ha facilitado el intercambio internacional de germoplasma. Por su parte, el
cultivo de segmentos nodales ha permitido la multiplicacion rapida de plantas
facilmente aclimatables y la conservacion in vitro de diferentes variedades por
tiempo indefinido (Smith et al., 1986). A partir de entonces, el cultivo in vitro de
tejidos de mandioca ha tenido gran aplicacion tanto en el area de la regeneracion
y propagacién como del mejoramiento genético de este cultivo. Sin embargo,
hasta el momento las metodologias desarrolladas presentan un alto grado de
dependencia genotipica (Bhagwat et al., 1996; Pedroso de Olivera et al., 2000;
Medina et al., 2017; Mapayi et al., 2013).

1.3.2. Ventajas del cultivo de tejidos vs. sistemas convencionales de

propagacion en mandioca

De acuerdo a Villalobos y Thorpe (1993), las ventajas obtenidas con el cultivo de

tejidos en mandioca son:
- incremento acelerado del numero de plantas,

- reduccion del tiempo de multiplicacion,
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- posibilidad de multiplicar grandes cantidades de plantas en una superficie

reducida, a bajos costos y en tiempos econdmicamente costeables,
- mayor control sobre la sanidad del material que se propaga.

De este modo, el potencial de propagacion in vitro de la mandioca supera
ampliamente al de las técnicas tradicionales en la obtencion de un material de
buena calidad (Roca et al., 1991; Smith et al., 1986; Pedroso de Olivera et al.,
2000). Es por esto, que la propagacion in vitro es una alternativa prometedora
para la multiplicacion de plantas de mandioca en Argentina, ya que permite tasas
de propagacion (Abd Alla et al., 2013) y rendimiento a campo superiores a los

obtenidos por métodos tradicionales de propagacioén (Cavallero et al., 2012).

1.4. Hipétesis:
La multiplicacion in vitro de mandioca podria optimizarse con la regulacién de
factores intrinsecos y extrinsecos para obtener un sistema de micropropagacion

masiva de plantas, via induccion de multiples vastagos.

1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivos generales:

- Determinar las condiciones éptimas necesarias para la propagacion in vitro de
mandioca, utilizando la via de regeneracion organogénica directa por inducciéon de
multiples vastagos (MV), aplicable a diferentes genotipos de interés para la
agricultura del NEA.

- Evaluar el efecto de diferentes factores que afectan la propagacion in vitro

mediante la promocion de la regeneracion de MV.

1.5.2. Objetivos especificos:
- Establecer una metodologia para la multiplicacién in vitro de 10 cultivares de

mandioca via induccion de MV, evaluando diferentes medios que involucren
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distintas fuentes y concentraciones de citocininas frente al medio de
micropropagacion de rutina y el medio libre de reguladores de crecimiento.

- Analizar el efecto del medio de cultivo y el tiempo de induccién sobre la
regeneracion in vitro de MV de 10 cultivares de mandioca.

- Evaluar el efecto del medio de cultivo y la exposicion a distintos tratamientos
luminicos sobre la regeneracién in vitro de MV y la elongaciéon de los vastagos de

diferentes cultivares de mandioca.
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CAPITULO 2
2. Materiales y Métodos:
2.1. Material vegetal:

Los cultivares de mandioca (Manihot esculenta Crantz) con los que se trabajé son
pertenecientes al Banco de Germoplasma Activo del Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional
del Nordeste y del Instituto de Botanica del Nordeste (Universidad Nacional del
Nordeste — Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas), las
cuales corresponden a clones de interés para la agricultura del NEA. Se
emplearon los siguientes 10 cultivares: Amarilla, Catigua, Palomita, Ramada Paso,
Rocha (empleados y recolectados en Argentina); Mandioca Colombiana 1505
(MCol 1505) (proveniente de Colombia); Mandioca Paraguaya 75 (MPar75)
(proveniente de Paraguay); Blanca de Santa Catarina (Santa Catarina), Instituto
Agrondmico de Campinas 12829 (IAC 12829) y Surubim-41 (Surubim-41)

(provenientes del Brasil).
2.2. Establecimiento in vitro:

Para el establecimiento in vitro de los cultivares de mandioca mencionados
anteriormente, se plantaron estacas caulinares en macetas con tierra fértil (arena:
tierra negra, 1:1), las cuales regeneraron plantas que se mantuvieron en
condiciones de invernadero durante la primavera. Al mes de cultivo, se procedi6é a
extraer vastagos sanos de las plantas madres, los cuales fueron defoliados y

sometidos a una desinfeccion superficial para poder iniciar el cultivo in vitro.

Los vastagos multinodales fueron desinfectados sumergiéndolos en etanol ( 70%)
durante 1 minuto y luego transferidos a una solucion de hipoclorito de sodio (1,1%)
de Triton® X-100 (0,05%) durante 20 min, siendo posteriormente enjuagados 3
veces con agua destilada estéril en camara de flujo laminar de aire estéril. De los
vastagos desinfectados se extrajeron segmentos uninodales que oficiaron de

explantes, los cuales se cultivaron asépticamente en el medio basal de Murashige
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y Skoog (1962) MS (Tabla 2.1), suplementado con 0,01 mg/L de acido 1-
naftalenacético (ANA), 0,01 mg/L de 6-bencilaminopurina (BAP) y 0,1 mg/L de
acido giberélico (AGs) (Cavallero et al., 2012). El pH del medio de cultivo se ajusté
a 5,8 con soluciones de KOH y/o HCI y se solidificé con 0,75 % de Agar Sigma
1296. Los tubos fueron esterilizados en autoclave a 1 atmodsfera de presion
(120°C) durante 20 min. Los explantes cultivados se incubaron en un cuarto
iluminado con lamparas Philips TL-D Reflex Blanco Frio (fotoperiodo de 14 hs e
irradiancia PAR de 116 um m2 s') y climatizado a 27+2 °C.

Tabla 2.1: Composicién del medio basal segun Murashige y Skoog (1962).

Composicién quimica

Macronutrientes Concentracién en mg/L
NH4 NO3 1650
KNO3 1900
KH2PO4 170
MgS0O4.7H20 370
CaCl2.2H20 440
Micronutrientes -
FeS04.7 HO 27,8
Na2.EDTA 37,3
HsBO3 6,2
MnS0O.4.4H,0 22,3
ZnS04.7H0 8,6
NaMoO4.2H,0 0,25
CuS04.5H,0 0,025
CoCl,.6H0 0,025
Kl 0,83
Vitaminas y Aminoacido ---
Myo-Inositol 100
Tiamina HCI 0,1
Acido Nicotinico 0,5
Piridoxina HCI 0,5
Glicina 2
Otros Concentracién en g/L
Sacarosa 30
Agar SIGMA 1296 7,5
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2.3. Multiplicaciéon in vitro de diferentes genotipos de mandioca via
induccioén de multiples vastagos (MV)

Una vez multiplicado material suficiente de los 10 cultivares de mandioca
seleccionados se iniciaron los ensayos de multiplicacion via induccion de MV.
Para ello, se cultivaron asépticamente segmentos uninodales basales en posicidn
vertical, derivados de plantas in vitro de aproximadamente 3 meses de edad. Los
medios de cultivo evaluados para la multiplicacion in vitro se describen en la Tabla
2.2 y consistieron en medio basal MS (que oficidé de control libre de reguladores de
crecimiento), MS adicionado con 6-bencilaminopurina (BAP), cinetina (CIN) o
tidiazurén (TDZ) en distintas dosis (0,5; 1; 5; 10 y 15mg/L) y un medio de
multiplicacion de rutina (en adelante Medio M) empleado para mandioca (MS +
0,01mg/L de BAP + 0,01mg/L ANA + 0,1mg/L de AGs; Cavallero et al., 2012).

Tabla 2.2: Descripcion de los medios de cultivo empleados para la multiplicacion

in vitro de diferentes genotipos de mandioca via induccién de MV.

Medios Composicion de los medios de cultivo
M1 (control) | MS
M2 MS + 0,5 mg/L BAP
M3 MS + 1 mg/L BAP
M4 MS + 5 mg/L BAP
M5 MS + 10 mg/L BAP
M6 MS + 15 mg/L BAP
M7 MS + 0,5 mg/L CIN
M8 MS + 1 mg/L CIN
M9 MS + 5 mg/L CIN
M10 MS + 10 mg/L CIN
M11 MS + 15 mg/L CIN
M12 MS + 0,5 mg/L TDZ
M13 MS + 1 mg/L TDZ
M14 MS + 5 mg/L TDZ
M15 MS + 10 mg/L TDZ
M16 MS + 15 mg/L TDZ
M17 MS + 0,01mg/L de BAP + 0,01mg/L de ANA y 0,1mg/L AGs3

Referencias: MS abreviatura del medio basal de Murashige y Skoog (1962).
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Los explantes cultivados fueron incubados en las condiciones ambientales

previamente descriptas para el Establecimiento in vitro del material vegetal.

Para este experimento, el disefio experimental fue completamente aleatorizado,
con 4 repeticiones de 8 explantes cada una, para cada cultivar y medio de cultivo

ensayado.

A los 20 y 40 dias de cultivo, se registraron las respuestas morfogénicas que se
observaron en cada cultivar y para cada medio de cultivo probado. Las respuestas
morfogénicas que se registraron fueron porcentaje de explantes sin respuesta;
porcentaje de explantes muertos; porcentaje de explantes con raices; porcentaje
de explantes con callo basal; porcentaje de explantes con callo basal y raices;
porcentaje de explantes con vastago simple (VS) y raices; porcentaje de explantes
con VS vy callo basal; porcentaje de explantes con VS, callo basal y raices;
porcentaje de explantes con MV y callo basal; porcentaje de explantes con MV,

callo basal y raices; algunas de ellas ilustradas en la Figura 3.1.

Se evaluaron también las siguientes variables: porcentaje de explantes con VS,
porcentaje de explantes con MV, numero de nudos por explante y longitud de VS y

MV regenerados en cada explante.

Posteriormente, los vastagos regenerados de MV, fueron transferidos a un medio
de multiplicaciéon de rutina empleado para mandioca (MS + 0,01mg/L de BAP +
0,01mg/L ANA + 0,1mg/L de AGs; Cavallero et al., 2012), para determinar su
potencial de enraizamiento, segun su medio de origen. Se cuantificd el porcentaje
de enraizamiento de los vastagos derivados de MV, y se registrd el peso seco de
las plantas derivadas de MV enraizados, cuyo secado se realizd en estufa a 70°C

hasta peso constante.
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2.4. Efecto del medio de cultivo y el tiempo de inducciéon sobre la
regeneracion in vitro de MV de diferentes cultivares de mandioca.

Para estudiar el efecto del medio de cultivo y el tiempo de induccién sobre la
regeneracion in vitro de MV de 10 cultivares de mandioca, se emplearon los
medios de cultivo cuyo tipo de citocinina y concentracidon ensayada resultaron
optimas en la promocion de MV como resultado del primer experimento.
Seleccionados los medios de induccién de MV a emplear (Tabla 2.3), se cultivaron
asépticamente segmentos uninodales de los 10 cultivares de mandioca
mencionados anteriormente, permaneciendo en dichos medios por el término de
10, 20, 30 y 40 dias. En el caso de los explantes cultivados por 10, 20 y 30 dias,
transcurrido ese periodo los mismos fueron transferidos a medio basal MS libre de
reguladores de crecimiento, para que continuen su crecimiento hasta la toma de

datos final a los 40 dias.

Los explantes cultivados fueron incubados en las condiciones ambientales

previamente descriptas para el Establecimiento in vitro del material vegetal.

Para este experimento, el disefio experimental fue factorial cuyos factores
principales fueron el factor medio de cultivo (4 niveles) versus el factor tiempo de
induccion (4 niveles) (Tabla 2.3) por cultivar. Cada tratamiento fue repetido 4

veces, con 8 explantes por cada repeticion.

Finalizado el experimento a los 40 dias de cultivo se registraron las siguientes
variables: porcentaje de explantes con VS, porcentaje de explantes con MV,

longitud y niumero de nudos de VS y derivados de MV.
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Tabla 2.3: Descripcion de los tratamientos realizados para estudiar el efecto del
medio de cultivo y el tiempo de induccion sobre la regeneracion in vitro de MV de

diferentes genotipos de mandioca.

Tratamientos | Medios de cultivo | Tiempo de induccion (dias)
T1 MS + 0,5 mg/L BAP 10
T2 MS + 1 mg/L BAP 10
T3 MS + 5 mg/L CIN 10
T4 MS + 10 mg/L CIN 10
T5 MS + 0,5 mg/L BAP 20
T6 MS + 1 mg/L BAP 20
T7 MS + 5 mg/L CIN 20
T8 MS + 10 mg/L CIN 20
T9 MS + 0,5 mg/L BAP 30
T10 MS + 1 mg/L BAP 30
T11 MS + 5 mg/L CIN 30
T12 MS + 10 mg/L CIN 30
T13 MS + 0,5 mg/L BAP 40
T14 MS + 1 mg/L BAP 40
T15 MS + 5 mg/L CIN 40
T16 MS + 10 mg/L CIN 40

Referencias: MS abreviatura del medio basal de Murashige y Skoog (1962).

2.5. Efecto del medio de cultivo y la exposicion a distintos tratamientos
luminicos sobre la regeneracion in vitro de MV y la elongacién de los

vastagos derivados de MV de diferentes cultivares de mandioca.

Para evaluar el efecto del medio de cultivo y la exposicion a distintos tratamientos
luminicos sobre la regeneracion in vitro de MV y la elongacion de los vastagos
derivados de MV de diferentes cultivares de mandioca, se emplearon los medios
de cultivo cuyo tipo de citocinina, concentracién ensayada y tiempo de induccion,
resultaron oOptimos en la promocién de MV como resultado del segundo
experimento (Tabla 2.4). Transcurridos 20 dias de cultivo en los medios para
inducir la formacion de MV, los explantes fueron transferidos al medio basal MS
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libre de reguladores de crecimiento y continuaron expuestos al tratamiento

luminico inicial.

Tabla 2.4: Descripcion de los tratamientos realizados para estudiar el efecto del

medio de cultivo y la exposicion a distintos tratamientos luminicos sobre la

regeneracion in vitro de MV y la elongacién de los vastagos derivados de MV de

diferentes cultivares de mandioca.

Tratamientos | Medios de cultivo Tratamiento luminico
T1 MS + 0,5 mg/L BAP

T2 MS + 1 mg/L BAP Luz blanca
T3 MS + 10 mg/L CIN

T4 MS + 0,5 mg/L BAP

T5 MS + 1 mg/L BAP Luz azul
T6 MS + 10 mg/L CIN

T7 MS + 0,5 mg/L BAP

T8 MS + 1 mg/L BAP Luz roja
T9 MS + 10 mg/L CIN

T10 MS + 0,5 mg/L BAP

T11 MS + 1 mg/L BAP Oscuridad
T12 MS + 10 mg/L CIN

Referencias: MS abreviatura del medio basal de Murashige y Skoog (1962).

El disefio experimental

empleado fue completamente aleatorizado, con 4

repeticiones de 8 explantes cada una, para cada cultivar, medio de cultivo y

tratamiento luminico ensayado.
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Figura 2.1: Diferentes condiciones luminicas evaluadas para la elongacion de
vastagos, e induccion de la regeneracion de explantes con MV. a) Lamparas

fluorescentes blancas (control); b) luz azul; c) luz roja y d) oscuridad.

)

A los 40 dias de cultivo se registraron las siguientes variables: porcentaje de
explantes con VS, porcentaje de explantes con MV, longitud y niumero de nudos

de vastagos simples y derivados de MV.

2.6. Analisis estadisticos

Los datos fueron graficados utilizando el software Graph Pad Prism 5.0. Para ello
se calcularon las medias aritméticas y los errores estandar. Los datos obtenidos
fueron sometidos a un analisis de la varianza, utilizando el programa estadistico
InfoStat/P versién 1.1 (InfoStat, 2002), previa verificacién de la normalidad de las
variables y se compararon las medias aritméticas de las variables evaluadas

mediante el Test de Comparaciones Multiples de Duncan (P<0,05).
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CAPIiTULO 3

3. Resultados y Discusion:

3.1. Multiplicacion in vitro de diferentes genotipos de mandioca via
induccién de multiples vastagos:

Al cabo de 20 y 40 dias de cultivo in vitro, los segmentos uninodales manifestaron
un total de 13 respuestas morfogénicas tales como: explantes sin respuesta,
muertos, con vastagos simples (VS) con o sin formacion de callo basal, con VS
con o sin callo basal con o sin raices, con multiples vastagos (MV) con o sin callo
basal, con MV con o sin callo basal con o sin raices. Algunas de ellas se ilustran
en la Figura 3.1. Los VS se formaron como resultado de la brotacion de la yema
axilar del segmento uninodal (Figura 3.1 f, g y h) y los vastagos multiples derivaron
de la ramificacién basal de los VS inicialmente brotados y crecidos (Figura 3.1 i e

j), en todos los casos mediada por la via de la regeneracion directa.

Figura 3.1: Respuestas morfogénicas obtenidas por cultivo in vitro de segmentos
uninodales de mandioca (Manihot esculenta Crantz) en medios con distintas

citocininas y en diferentes concentraciones.

Referencias: a: explante sin respuesta; b: explante muerto; c: explante con raices;
d: explante con callo basal; e: explante con callo basal con raices; f: explante con
VS y raices; g: explante con VS y callo basal; h: explante con VS y callo basal con
raices; i: explante con MV y callo basal; j; explante con MV y callo basal con
raices. Barras = 1 cm.
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Medina et al. (2007) identificaron 12 respuestas morfogénicas evaluando la
capacidad rizogénica y de tuberizacién de diferentes cultivares de mandioca
cultivados in vitro en medios libres de reguladores de crecimiento, o adicionados
con ANA, BAP o sus combinaciones. Si bien algunas respuestas detalladas por
Medina et al. (2007) como ser explantes uninodales con o sin callo, con o sin
raices coinciden con las observadas en esta tesis, como resultado de la misma se
describen otras respuestas que especificamente estan relacionadas a la

morfogénesis caulinar.

En la Figura 3.2 se muestran explantes que regeneraron MV obtenidos en los cvs.
Surubim-41, IAC 12829 y Catigua al cabo de 40 dias de cultivo. Se puede
observar la formacion de un callo basal en la herida practicada a nivel del
entrenudo al momento de cultivar, lo cual no se relaciona con la caulogénesis
directa manifestada por la yema axilar que porta el explante. Es necesario
mencionar que el callo basal si podria afectar la supervivencia de la yema axilar
en el nudo y su posterior crecimiento y conversidén en vastago, hecho observado
en algunos tratamientos en donde el explante finalmente terminaba muerto. Es
importante considerar estas apreciaciones dado que el callo que se regenera en la
base del explante nodal al no presentar yemas de novo no representaria un riesgo
de variacion somaclonal del material propagado. Si bien se han citado resultados
disimiles en relacibn a la estabilidad genética de plantas derivadas de
organogénesis indirecta en mandioca (Medina et al., 2003; Mussio et al., 1998), no
existe peligro de variaciones somaclonales a partir de la metodologia empleada en

esta tesis debido a que la yema axilar del segmento uninodal es preexistente.
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Figura 3.2: Regeneracion de MV obtenidos por cultivo in vitro de segmentos
uninodales de mandioca (Manihot esculenta Crantz) en medios con distintas
citocininas y en diferentes concentraciones, para los cultivares Surubim-41, IAC

12829 y Catigua luego de 40 dias del cultivo.

9 Catigua

A continuacion, se describen los resultados obtenidos a los 20 y 40 dias de cultivo
en relacién a las respuestas morfogénicas en funcion de los medios de cultivo

evaluados para cada cultivar.

En todos los cultivares se observé que el medio de multiplicacion o Medio M
(Cavallero et al., 2012) promovié un alto porcentaje de explantes con VS con
raices. Este medio es el empleado de rutina para la micropropagacion de
mandioca y aunque si bien induce un alto porcentaje de explantes que responden
regenerando plantas completas (i.e. vastagos enraizados) presenta una tasa de
multiplicacion heterogénea en relaciéon al cultivar empleado (Cavallero, 2010;
Medina et al., 2017). Por otra parte, es notable la capacidad de la especie en
relacion a la regeneracion de vastagos y raices adventicias, ya que con el MS libre
de reguladores de crecimiento también se observaron muy altos porcentajes de
explantes con VS con o sin raices (Figuras 3.3 a 3.43), la diferencia radicé
basicamente en la altura de los vastagos regenerados (dato no mostrado). Aunque
en esta tesis un cultivar denominado IAC 12829 respondié generando MV en MS
(Figura 3.16), es un hecho inusual ya que se ha informado en mandioca y otras
especies que cuando los segmentos nodales son cultivados en medio libre de
reguladores de crecimiento por lo general unicamente son capaces de generar VS
(Hutchinson et al., 2014; Faye et al., 2015; Abd Alla et al., 2013).
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Para el cv. Ramada Paso, las respuestas mas frecuentes involucraron la
formacion de vastagos, ya sea con o sin callo basal (Figuras 3.3 y 3.4). También
se pudo observar que los medios adicionados con TDZ promovieron una mayor
proporcion de explantes con callo basal, llegando a los 40 dias con casi un 50 %

de estas respuestas (Figuras 3.3 y 3.4).

Tanto a los 20 como a los 40 dias de cultivo, los medios adicionados con 0,5 y 1
mg/L de BAP son los que presentaron la mayor promocién de MV seguidos por los
medios adicionados con 5 y 10 mg/L de CIN, aunque en menor proporcion
(Figuras 3.5 y 3.6). La promocion de MV también se observé en los medios
adicionados con 0,5y 1 mg/L de TDZ, sin embargo a los 40 dias se encontraban
muertos (Figuras 3.3, 3.4, 3.5y 3.6).

Los vastagos derivados de MV provenientes de los medios adicionados con 0,5 y
1 mg/L de BAP fueron los que presentaron los mas altos porcentajes de

enraizamiento (Tabla 3.5).

25



Figura 3.3: Respuestas morfogénicas (en %) de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Ramada Paso’ obtenidas en distintos medios a los 20 dias de
cultivo. MV= multiples vastagos; VS= vastago simple; MS segun Murashige y
Skoog (1962); Medio M= medio de multiplicacion segun Cavallero et al. 2012).
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Figura 3.4: Respuestas morfogénicas (en %) de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Ramada Paso’ obtenidas en distintos medios a los 40 dias de
cultivo. MV= multiples vastagos; VS= vastago simple; MS segun Murashige y
Skoog (1962); Medio M= medio de multiplicacion segun Cavallero et al. 2012).
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Figura 3.5: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Ramada Paso’ obtenida en distintos medios a los 20 dias de cultivo.
% Expl con MV= Porcentaje de explantes con multiples vastagos
(independientemente de las variaciones morfogénicas anteriormente descriptas);
MS segun Murashige y Skoog (1962).
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Referencia: Letras distintas indican diferencias estadisticas segun el test de
comparaciones multiples de Duncan (P<0,05).

Figura 3.6: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Ramada Paso’ obtenida en distintos medios a los 40 dias de cultivo.
% Expl con MV= Porcentaje de explantes con multiples vastagos
(independientemente de las variaciones morfogénicas anteriormente descriptas);
MS segun Murashige y Skoog (1962).
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Referencia: Letras distintas indican diferencias estadisticas segun el test de
comparaciones multiples de Duncan (P<0,05).
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En el cv. MPar 75 fue muy frecuente la formacion de vastagos con o sin callo
basal (Figura 3.7 y 3.8). En general, a los 40 dias aumentd la proporcion de
explantes con MV en diferentes medios de cultivo (Figura 3.9 y 3.10). Los
tratamientos con CIN, fueron los que presentaron los mayores porcentajes de
proliferacion de MV, destacandose los medios adicionados con 10 y 15 mg/L de
CIN a los 40 dias (Figura 3.10). En los medios adicionados con BAP, la
concentracion mas promisoria en relacion a la formacion de MV fue la menor dosis
ensayada (0,5 mg/L). En el caso de los medios adicionados con TDZ no sélo que
el porcentaje de explantes que regeneraron MV fue muy bajo sino que ademas
presentaban un aspecto arrocetado con pocos nudos (Tabla 3.8) y callo basal de
gran dimension, similar a los observado en otros cultivares (Figura 3.23 y 3.39). A
los 40 dias, en las dosis mas altas de TDZ (5, 10 y 15 mg/L), se observaron muy
altos porcentajes de explantes con callo basal y explantes muertos (Figura 3.7 y
3.8). Los mayores porcentajes de enraizamiento se registraron en los vastagos
que provenian de MV regenerados en los medios adicionados con 0,5 mg/L de
BAP vy 10y 15 mg/L de CIN (Tabla 3.5).
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Figura 3.7: Respuestas morfogénicas (en %) de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘MPar 75’ obtenidas en distintos medios a los 20 dias de cultivo.
MV= multiples vastagos; VS= vastago simple; MS segun Murashige y Skoog
(1962); Medio M= medio de multiplicacion segun Cavallero et al. (2012).
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Figura 3.8: Respuestas morfogénicas (en %) de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘MPar 75’ obtenidas en distintos medios a los 40 dias de cultivo.
MV= multiples vastagos; VS= vastago simple; MS segun Murashige y Skoog
(1962); Medio M= medio de multiplicacion segun Cavallero et al. (2012).
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Figura 3.9: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘MPar 75’ obtenida en distintos medios a los 20 dias de cultivo. %
Expl con MV= Porcentaje de explantes con multiples vastagos
(independientemente de las variaciones morfogénicas anteriormente descriptas);
MS segun Murashige y Skoog (1962).
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Figura 3.10: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘MPar 75’ obtenida en distintos medios a los 40 dias de cultivo. %
Expl con MV= Porcentaje de explantes con multiples vastagos
(independientemente de las variaciones morfogénicas anteriormente descriptas);
MS segun Murashige y Skoog (1962).
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Referencia: Letras distintas indican diferencias estadisticas segun el test de
comparaciones multiples de Duncan (P<0,05).

30



En el cv. Catigua, los explantes regeneraron vastagos en todos los medios, la
mayoria de las veces con la presencia de callo basal (Figuras 3.11 y 3.12). Los
medios de cultivo que promovieron la mayor proporcion de explantes con MV
fueron los que estaban adicionados con BAP (0,5 y 1mg/L) y CIN (5 a 15mg/L)
(Figuras 3.13 y 3.14). La adicion de TDZ, en todas sus concentraciones, promovio
la formacién de callos (Figuras 3.11 y 3.12) y la regeneracion de vastagos muy
pequefios con callo basal. Se registraron explantes con MV en las
concentraciones mas bajas de TDZ (0,5 y 1 mg/L) (Figuras 3.13 y 3.14) aunque
los mismos eran arrocetados y de muy escasos nudos, los cuales al ser
transferidos a medio de multiplicacién solo enraizaron en un muy bajo porcentaje
(Tabla 3.5). Si bien a los 40 dias no se registré una gran variacion en la promocion
de MV en relacién a 20 dias, se observd que la misma se afianzé en los medios
con 5-15 mg/L de CIN (Figura 3.14).

Si bien los mayores porcentajes de enraizamiento se observaron en los vastagos
que provenian de MV regenerados en los medios adicionados con 0,5y 1 mg/L de
BAP y 5 mg/L de CIN, los mismos se diferenciaron estadisticamente sélo de los

que provenian de medios con 15 mg/L de BAP.
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Figura 3.11: Respuestas morfogénicas (en %) de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Catigud’ obtenidas en distintos medios a los 20 dias de cultivo. MV=
multiples vastagos; VS= vastago simple; MS segun Murashige y Skoog (1962);
Medio M= medio de multiplicacion segun Cavallero et al. (2012).
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Figura 3.12: Respuestas morfogénicas (en %) de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Catigud’ obtenidas en distintos medios a los 40 dias de cultivo. MV=
multiples vastagos; VS= vastago simple; MS segun Murashige y Skoog (1962);
Medio M= medio de multiplicacién segun Cavallero et al. (2012).
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Figura 3.13: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Catigua@’ obtenida en distintos medios a los 20 dias de cultivo. %
Expl con MV= Porcentaje de explantes con multiples vastagos
(independientemente de las variaciones morfogénicas anteriormente descriptas);
MS segun Murashige y Skoog (1962).
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Referencia: Letras distintas indican diferencias estadisticas segun el test de

comparaciones multiples de Duncan (P<0,05).

Figura 3.14: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Catigud@’ obtenida en distintos medios a los 40 dias de cultivo. %
Expl con MV= Porcentaje de explantes con multiples vastagos
(independientemente de las variaciones morfogénicas anteriormente descriptas);
MS segun Murashige y Skoog (1962).
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Referencia: Letras distintas indican diferencias estadisticas segun el test de
comparaciones multiples de Duncan (P<0,05).
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Para el cv. IAC 12829, lo mas notable fue su capacidad de regenerar explantes
con MV, observandose esto en 13 de los 17 medios evaluados (Figuras 3.15, 3.16,
3.17 y 3.18). Fue el unico cultivar que regener6 MV en MS sin la adicion de
citocininas (Figura 3.16 y 3.18). Si bien la adicion de BAP al medio de cultivo
indujo la formacion de MV en todas sus concentraciones, se destacaron las
concentraciones 1y 5 mg/L (Figura 3.17 y 3.18). Con CIN, la mayor promocién de
la formacion de MV se obtuvo mediante la adicion de 5 a 10 mg/L CIN (Figura
3.18). Los vastagos derivados de MV provenientes de medios con BAP y CIN,
transferidos al medio de micropropagacion, demostraron altos porcentajes de
enraizamiento (Tabla 3.5), diferenciandose estadisticamente respecto de la

concentracion y de la fuente.

En los medios de cultivo adicionados con TDZ, en sus menores concentraciones,
se registraron explantes con MV aunque en porcentajes muy bajos en
comparacion al resto de las citocininas probadas. En las dosis mas altas de TDZ
se obtuvieron altos porcentajes de explantes con callo basal y en el peor de los
casos se registré mas del 30% de explantes muertos a los 40 dias de cultivo
(Figura 3.16).

34



Figura 3.15: Respuestas morfogénicas (en %) de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘IAC 12829’ obtenidas en distintos medios a los 20 dias de cultivo.
MV= multiples vastagos; VS= vastago simple; MS segun Murashige y Skoog
(1962); Medio M= medio de multiplicacion segun Cavallero et al. (2012).
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Figura 3.16: Respuestas morfogénicas (en %) de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘IAC 12829 obtenidas en distintos medios a los 40 dias de cultivo.
MV= multiples vastagos; VS= vastago simple; MS segun Murashige y Skoog
(1962); Medio M= medio de multiplicacion segun Cavallero et al. (2012).
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Figura 3.17: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘IAC 12829’ obtenida en distintos medios a los 20 dias de cultivo. %
Expl con MV= Porcentaje de explantes con multiples vastagos
(independientemente de las variaciones morfogénicas anteriormente descriptas);
MS segun Murashige y Skoog (1962).
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Figura 3.18: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘IAC 12829’ obtenida en distintos medios a los 40 dias de cultivo. %
Expl con MV= Porcentaje de explantes con multiples vastagos
(independientemente de las variaciones morfogénicas anteriormente descriptas);
MS segun Murashige y Skoog (1962).
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Referencia: Letras distintas indican diferencias estadisticas segun el test de

comparaciones multiples de Duncan (P<0,05).
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En el cv. Surubim-41, se evidencié una gran proporcion de explantes con callo
basal acompanado de diferentes respuestas de la yema axilar preexistente, ya sea

dando lugar a la formacion de VS o MV (Figuras 3.19 y 3.20).

La respuesta morfogénica mas representativa provocada por la adicion de BAP
fue la induccion de MV en todas las concentraciones probadas (Figuras 3.19 y
3.21), acentuandose esta a los 40 dias de cultivo (Figuras 3.20 y 3.22). La
utilizacién de CIN en sus dosis mas bajas (0,5 y 1 mg/L) promovid principalmente
la manifestacion de explantes con VS o VS vy raices, con o sin callo basal.
Asimismo, el empleo de CIN indujo la formacion de MV en casi todas las
concentraciones ensayadas con excepcion de 0,5 mg/L (Figuras 3.19, 3.20, 3.21 y
3.22).

La respuesta morfogénica ampliamente evidenciada con la adicién de TDZ fue la
generacion de explantes con callos, los cuales eran muy prominentes en todas sus
concentraciones, y en particular, a partir de la concentracion de 10 mg/L de TDZ.
La adicion de TDZ indujo la formacion de MV, aunque en menor medida con
respecto a las restantes citocininas probadas. También se pudo apreciar a los 20
dias que la menor dosis de TDZ (0,5 mg/L) promovié la regeneracion de explantes

con MV (Figura 3.19), aunque a los 40 dias se encontraban muertos (Figura 3.20).

Con respecto a la capacidad de enraizamiento de los vastagos derivados de MV,
los resultados senalaron que los vastagos provenientes de medios adicionados
con BAP, enraizaron entre un 72,1 y 97,9% en promedio, registrandose los
mayores valores cuando derivaron de los medios con 0,5 a 10 mg/L de BAP
(Tabla 3.5). Asimismo, los vastagos provenientes de MV regenerados en medios
con CIN (5 y 10 mg/L) mostraron valores de enraizamiento por encima de 70%
(Tabla 3.5). Se observo enraizamiento de vastagos derivados de MV que
provenian de los medios adicionados con TDZ, sin embargo, los porcentajes
promedios no superaban el 50%.
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Figura 3.19: Respuestas morfogénicas (en %) de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Surubim-41’ obtenidas en distintos medios a los 20 dias de cultivo.
MV= multiples vastagos; VS= vastago simple; MS segun Murashige y Skoog
(1962); Medio M= medio de multiplicacion segun Cavallero et al. (2012).
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Figura 3.20: Respuestas morfogénicas (en %) de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Surubim-41’ obtenidas en distintos medios a los 40 dias de cultivo.
MV= multiples vastagos; VS= vastago simple; MS segun Murashige y Skoog
(1962); Medio M= medio de multiplicacion segun Cavallero et al. (2012).
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Figura 3.21: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Surubim-41’ obtenida en distintos medios a los 20 dias de cultivo. %
Expl con MV= Porcentaje de explantes con multiples vastagos
(independientemente de las variaciones morfogénicas anteriormente descriptas);
MS segun Murashige y Skoog (1962).
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Figura 3.22: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Surubim-41’ obtenida en distintos medios a los 40 dias de cultivo. %
Expl con MV= Porcentaje de explantes con multiples vastagos
(independientemente de las variaciones morfogénicas anteriormente descriptas);
MS segun Murashige y Skoog (1962).
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Referencia: Letras distintas indican diferencias estadisticas segun el test de

comparaciones multiples de Duncan (P<0,05).

39



En la Figura 3.23 se ilustran las respuestas obtenidas en relacion a la regeneracion in
vitro de vastagos, raices y callos basales a partir del cultivo de segmentos uninodales
de mandioca cv. Surubim-41 a los 40 dias de cultivo en medios con distintas
citocininas y en diferentes concentraciones. Obsérvese la notable proliferacion de MV
en medios adicionados con 0,5y 1 mg/L de BAP 6 con 1 a 10 mg/L de CIN. Por otra
parte, si bien en todos los explantes se evidencia la formacién de callos basales, es
de considerar que los medios adicionados con TDZ provocan una exacerbacion de la
proliferacion de los mismos lo cual condiciona el crecimiento de los vastagos
formados. Se puede apreciar también la influencia que ejercen las citocininas sobre la

longitud de los vastagos regenerados segun el tipo y la concentracion de las mismas.

Figura 3.23: Regeneracion in vitro de vastagos, raices y callos basales de
segmentos uninodales de mandioca (Manihot esculenta Crantz) cv. Surubim-41
cultivados en medios adicionados con distintas citocininas y en diferentes

concentraciones.
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Referencias: las concentraciones se expresan en mg/L.
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En el cv. Santa Catarina, las respuestas mas registradas a los 20 dias de cultivo
fueron la de explantes con callo basal 6 con VS con callo basal, regenerandose
raices sobre esos callos o finalmente muriendo a los 40 dias (Figura 3.24 y 3.25).
La proporcion de explantes sélo con callo basal 6 muertos aumenté en funcion del

aumento de la concentracion de las citocininas evaluadas (Figura 3.24 y 3.25).

Asimismo, en los medios adicionados con BAP y TDZ en sus concentraciones mas
altas, el porcentaje de explantes con callo basal fue muy alto incluso en algunos
casos superd el 80%. Por otra parte, a los 40 dias de cultivo en medios
adicionados con altas dosis de BAP y TDZ el porcentaje de explantes muertos

supero el 50%.

A los 20 dias de cultivo, los explantes del cv. Santa Catarina respondieron a la
adicion de citocininas regenerando MV en determinadas concentraciones, tales
como 0,5 a 5 mg/ de BAP y 5 a 15 mg/L de CIN (Figuras 3.24 y 3.26). Es notable
como se repite el efecto observado en los otros cultivares ensayados, donde la
proliferacion de MV con BAP se da mayormente en las dosis bajas y con CIN en
las dosis altas. Recién a los 40 dias de cultivo, la adiciéon de 0,5 mg/L de TDZ
propicio la regeneracion de MV aunque en bajisimo porcentaje (Figuras 3.25 y
3.27). El medio que promovid el mayor porcentaje de explantes con MV resulté ser
el adicionado con 1 mg/L de BAP, acentuandose esta respuesta a los 40 dias de

cultivo.

En cuanto al enraizamiento de los vastagos provenientes de explantes con MV, los
mayores valores de enraizamiento se dieron en vastagos derivados de medios
suplementados con 0,5-1 mg/L de BAP, si bien no se diferenciaron

estadisticamente del resto de los tratamientos (Tabla 3.5).
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Figura 3.24: Respuestas morfogénicas (en %) de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Santa Catarina’ obtenidas en distintos medios a los 20 dias de
cultivo. MV= multiples vastagos; VS= vastago simple; MS segun Murashige y
Skoog (1962); Medio M= medio de multiplicacion segun Cavallero et al. (2012).
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Figura 3.25: Respuestas morfogénicas (en %) de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Santa Catarina’ obtenidas en distintos medios a los 40 dias de
cultivo. MV= multiples vastagos; VS= vastago simple; MS segun Murashige y
Skoog (1962); Medio M= medio de multiplicacion segun Cavallero et al. (2012).
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Figura 3.26: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Santa Catarina’ obtenida en distintos medios a los 20 dias de
cultivo. % Expl con MV= Porcentaje de explantes con multiples vastagos
(independientemente de las variaciones morfogénicas anteriormente descriptas);
MS segun Murashige y Skoog (1962).
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Figura 3.27: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Santa Catarina’ obtenida en distintos medios a los 40 dias de
cultivo. % Expl con MV= Porcentaje de explantes con multiples vastagos
(independientemente de las variaciones morfogénicas anteriormente descriptas);
MS segun Murashige y Skoog (1962).
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Referencia: Letras distintas indican diferencias estadisticas segun el test de
comparaciones multiples de Duncan (P<0,05).
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Para el cv. Rocha, el empleo de BAP y CIN produjo una alta proporcion de
explantes con VS y en determinadas concentraciones la regeneracion de MV,
predominado la respuesta caulogénica acompanada del callo basal (Figuras 3.28 y
3.29). Bajas dosis de CIN generaron un alto porcentaje de explantes con VS, callo
basal y raices (Figura 3.29). El aumento de la concentracion de TDZ produjo una
proporcion creciente de explantes con callo basal (Figuras 3.28 y 3.29). La
promocién de MV fue posible cuando se adicion6é 0,5 a 5 mg/L de BAP (Figura
3.30) y 0,5 a 15 m/L de CIN. En el caso de la CIN la regeneracién de MV aumento
en proporcion al aumento de la concentracion evaluada (Figura 3.31). La adicion
de TDZ, promovio la proliferacién de MV aunque sin presentar un patrén definido
(0,5y 10 mg/L) (Figuras 3.30 y 3.31). La diferenciacién de MV fue significativa con
el uso de 0,5-1 mg/ de BAP y 10-15 mg/L de CIN (Figura 3.31).

En este cultivar, se observo una decreciente capacidad rizogénica en funcion al
aumento de la concentracion empleada de BAP. Sin embargo, se observo una
creciente respuesta rizogénica de los vastagos en funcion del aumento de la
concentracion de CIN, hasta llegar a un maximo cuando derivaron de 10 mg/L de
CIN (Tabla 3.5). Los vastagos derivados de MV formados con TDZ fueron capaces

de enraizar en muy bajo porcentaje no superando el 25% (Tabla 3.5).
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Figura 3.28: Respuestas morfogénicas (en %) de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Rocha’ obtenidas en distintos medios a los 20 dias de cultivo. MV=
multiples vastagos; VS= vastago simple; MS segun Murashige y Skoog (1962);
Medio M= medio de multiplicacion segun Cavallero et al. (2012).
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Figura 3.29: Respuestas morfogénicas (en %) de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Rocha’ obtenidas en distintos medios a los 40 dias de cultivo. MV=
multiples vastagos; VS= vastago simple; MS segun Murashige y Skoog (1962);
Medio M= medio de multiplicacién segun Cavallero et al. (2012).
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Figura 3.30: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Rocha’ obtenida en distintos medios a los 20 dias de cultivo. % Expl
con MV= Porcentaje de explantes con multiples vastagos (independientemente de
las variaciones morfogénicas anteriormente descriptas); MS segun Murashige y
Skoog (1962).
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Figura 3.31: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Rocha’ obtenida en distintos medios a los 40 dias de cultivo. % Expl
con MV= Porcentaje de explantes con multiples vastagos (independientemente de

las variaciones morfogénicas anteriormente descriptas); MS segun Murashige y
Skoog (1962).
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Referencia: Letras distintas indican diferencias estadisticas segun el test de
comparaciones multiples de Duncan (P<0,05).
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En el cv. Amarilla, si bien hubo predominio de explantes que manifestaron una
respuesta caulogénica en respuesta a las citocininas probadas, en altas
concentraciones de BAP y TDZ se incremento la proporcion de explantes solo con
callos basales a los 20 dias de cultivo. También se registr6 un aumento del
porcentaje de explantes muertos a los 40 dias de cultivo (Figuras 3.32 y 3.33). El
empleo de CIN favorecio la regeneracion de vastagos, ya sean VS 6 MV, siendo
notable la promociéon de explantes con VS, callo basal y raices en los medios
suplementados con las dosis mas bajas (Figura 3.33). En relacion a la promocion
de respuestas relacionadas con la proliferacion de MV, se observd una induccion
decreciente en relaciéon al aumento de la concentracion de BAP y de modo
creciente con el aumento de la concentracién de CIN (Figuras 3.34 y 3.35). A los
40 dias, s6lo con 10 mg/L de TDZ se registraron explantes con MV en muy bajo
porcentaje (Figura 3.35). Los medios que propiciaron el mayor porcentaje de
explantes con MV fueron los adicionados con 0,5 mg/L de BAP y 15 mg/L de CIN.
Los vastagos derivados de MV regenerados en medio adicionado con 15 mg/L de
CIN fueron los que manifestaron la maxima capacidad de enraizamiento. Los
vastagos derivados de MV de medio adicionado con 10 mg/L de TDZ no fueron

capaces de enraizar al ser transferidos a Medio M (Tabla 3.5).
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Figura 3.32: Respuestas morfogénicas (en %) de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Amarilla’ obtenidas en distintos medios a los 20 dias de cultivo. MV=
multiples vastagos; VS= vastago simple; MS segun Murashige y Skoog (1962);
Medio M= medio de multiplicacion segun Cavallero et al. (2012).
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Figura 3.33: Respuestas morfogénicas (en %) de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Amarilla’ obtenidas en distintos medios a los 40 dias de cultivo. MV=
multiples vastagos; VS= vastago simple; MS segun Murashige y Skoog (1962);
Medio M= medio de multiplicacién segun Cavallero et al. (2012).
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Figura 3.34: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Amarilla’ obtenida en distintos medios a los 20 dias de cultivo. %
Expl con MV= Porcentaje de explantes con multiples vastagos
(independientemente de las variaciones morfogénicas anteriormente descriptas);
MS segun Murashige y Skoog (1962).
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Figura 3.35: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Amarilla’ obtenida en distintos medios a los 40 dias de cultivo. %
Expl con MV= Porcentaje de explantes con multiples vastagos
(independientemente de las variaciones morfogénicas anteriormente descriptas);
MS segun Murashige y Skoog (1962).
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Referencia: Letras distintas indican diferencias estadisticas segun el test de
comparaciones multiples de Duncan (P<0,05).

49



En el cv. Palomita, el empleo de BAP y CIN en el medio de cultivo generé una
gran proporcién de explantes con VS con callo basal con o sin raices y, en
determinadas concentraciones, la induccion de explantes con MV (Figuras 3.36,
3.37, 3.38 y 3.39) los cuales se presentaban con callo basal con o sin raices
(Figura 3.40). Ambas citocininas en altas concentraciones soélo produjeron
explantes con callo basal a los 40 dias, incluso provocaron la muerte de explantes
(Figura 3.36). El uso de CIN en bajas concentraciones produjo un alto porcentaje

de explantes con VS con callo basal y raices (Figuras 3.36 y 3.37).

A mayor concentracion de TDZ, aumento la regeneracion de explantes con callo
basal y si bien a los 20 dias se registré un considerable porcentaje de explantes
con VS con callo basal hasta con 15 mg/L de TDZ, transcurrido 40 dias de cultivo
la proliferacién masiva de callos reabsorbié los pequefos vastagos emitidos y en

ese momento se manifestaban como explantes solo con callo basal (Figura 3.37).

En el cv. Palomita, la regeneracion de MV fue factible en los medios adicionados
con las mas bajas concentraciones de BAP (0,5a5mg/L)y TDZ (0,5y 1 mg/L) y
en los medios que tenian las mas altas concentraciones de CIN probadas (5 a 15
mg/L) a los 20 dias de cultivo (Figura 3.38). En el caso de los explantes con MV
derivados de medios con TDZ también poseian callo basal con o sin raices (Figura
3.40) notandose en algunos casos la formacién de raices tuberosas (Figura 3.40
f). A los 40 dias, se amplié el rango de concentraciones de BAP (10 y 15 mg/L)
que resultaron inductoras de MV aunque en un bajo porcentaje de respuesta
(Figura 3.39). EI medio con 1 mg/L de BAP fue el que favorecié la mayor
diferenciacion de explantes con MV (Figuras 3.36, 3.37, 3.38 y 3.39).

Los vastagos derivados de MV de medios adicionados con 0,5 y 1mg/L de BAP y
0,5 mg/L de CIN fueron los que presentaron los mayores valores de enraizamiento
(Tabla 3.5).
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Figura 3.36: Respuestas morfogénicas (en %) de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Palomita’ obtenidas en distintos medios a los 20 dias de cultivo.
MV= multiples vastagos; VS= vastago simple; MS segun Murashige y Skoog
(1962); Medio M= medio de multiplicacion segun Cavallero et al. (2012).
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Figura 3.37: Respuestas morfogénicas (en %) de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Palomita’ obtenidas en distintos medios a los 40 dias de cultivo.
MV= multiples vastagos; VS= vastago simple; MS segun Murashige y Skoog
(1962); Medio M= medio de multiplicacion segun Cavallero et al. (2012).
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Figura 3.38: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Palomita’ obtenida en distintos medios a los 20 dias de cultivo. %
Expl con MV= Porcentaje de explantes con multiples vastagos

(independientemente de las variaciones morfogénicas anteriormente descriptas);

MS segun Murashige y Skoog (1962).
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Figura 3.39: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Palomita’ obtenida en distintos medios a los 40 dias de cultivo. %
Expl con MV= Porcentaje de explantes con multiples vastagos

(independientemente de las variaciones morfogénicas anteriormente descriptas);

MS segun Murashige y Skoog (1962).
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Referencia: Letras distintas indican diferencias estadisticas segun el test de

comparaciones multiples de Duncan (P<0,05).
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Figura 3.40: Regeneracion in vitro de MV con callo basal y de MV con callo basal
y raices a partir de cultivo de segmentos uninodales de mandioca (Manihot

esculenta Crantz) cv. Palomita, en medios adicionados con BAP, CIN y TDZ.

Referencias: a y b: explantes con MV con callo basal o MV con callo basal y
raices regenerados en medios con 0,5 y 1 mg/L de BAP, respectivamente; c y d:
explantes con MV con callo basal o MV con callo basal y raices regenerados en
medio con 10 mg/L de CIN; e y f: explantes con MV con callo basal o MV con callo

basal y raices regenerados en medios con 0,5 mg/L de TDZ. Barras = 1 cm.
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En el cv. MCol 1505, la adicion de BAP y CIN propici6 la diferenciacién de un alto
porcentaje de explantes con respuestas caulogénicas es decir la emisién de VS
con o sin callo basal con o sin raices y en casi todas las concentraciones
ensayadas la regeneracion temprana de MV (Figura 3.41). Sin embargo, el uso del
TDZ si bien indujo la produccién de VS con callo basal, en altas concentraciones
aparentemente inhibid la brotacidon y eso provocd que los explantes solo

presentaran abundantes callos a los 20 dias de cultivo (Figura 3.41).

A los 40 dias de cultivo, todas las concentraciones de CIN evaluadas demostraron
un alto porcentaje de explantes brotados (> 80%), principalmente formando VS,
sin embargo, en casi todas las concentraciones de BAP (excepto 15 mg/L) se
registré la muerte de un determinado porcentaje de explantes, incluso de los que
ya habian brotado, y en concentraciones crecientes de TDZ se evidencio una alta

proporcion de explantes con callo basal con o sin raices (Figura 3.42).

Los medios adicionados con BAP fueron los que demostraron una mayor
capacidad de inducir la proliferacién de MV, destacandose la concentracion de 1
mg/L (Figuras 3.43 y 3.44). La CIN fue capaz de promover la diferenciacion de MV
aunque en un bajo porcentaje (Figuras 3.43 y 3.44), asi como lo demostré el TDZ
recién a los 40 dias de cultivo (Figura 3.44). En general, a los 40 dias de cultivo no
se registraron mayores diferencias en relacion a la induccién de MV, con
excepcion de la evidenciada con TDZ (Figura 3.42 y 3.44). MCol 1505 fue el unico
cultivar que diferencié MV en el Medio M (Figuras 3.41, 3.42, 3.43 y 3.44).

Los vastagos derivados de MV de todos los medios con citocininas y del medio M
presentaron capacidad rizogénica. Si bien no se evidenciaron diferencias
estadisticas, los mayores valores de porcentaje de enraizamiento se registraron en

los vastagos provenientes de medios adicionados con 0,5y 1 mg/L de BAP.
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Figura 3.41: Respuestas morfogénicas (en %) de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘MCol 1505’ obtenidas en distintos medios a los 20 dias de cultivo.
MV= multiples vastagos; VS= vastago simple; MS segun Murashige y Skoog
(1962); Medio M= medio de multiplicacion segun Cavallero et al. (2012).
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Figura 3.42: Respuestas morfogénicas (en %) de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘MCol 1505’ obtenidas en distintos medios a los 40 dias de cultivo.
MV= multiples vastagos; VS= vastago simple; MS segun Murashige y Skoog
(1962); Medio M= medio de multiplicacién segun Cavallero et al. (2012).
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Figura 3.43: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘MCol 1505’ obtenida en distintos medios a los 20 dias de cultivo. %
Expl con MV= Porcentaje de explantes con multiples vastagos
(independientemente de las variaciones morfogénicas anteriormente descriptas);
MS segun Murashige y Skoog (1962).
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Figura 3.44: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘MCol 1505’ obtenida en distintos medios a los 40 dias de cultivo. %
Expl con MV= Porcentaje de explantes con multiples vastagos
(independientemente de las variaciones morfogénicas anteriormente descriptas);
MS segun Murashige y Skoog (1962).
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Referencia: Letras distintas indican diferencias estadisticas segun el test de
comparaciones multiples de Duncan (P<0,05).
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La diferenciacion de callos en los segmentos uninodales empleados como explantes
de todos los cultivares de mandioca y en todos los medios suplementados con
citocininas, fue una de las respuestas morfogénicas mas representativas, que ha sido
informada numerosas veces en la bibliografia y relacionada con diferentes
situaciones. Se ha citado regeneracion de callos cuando los explantes fueron
sometidos a medios adicionados con citocininas en diferentes concentraciones o su
combinacién con otros reguladores de crecimiento, o a diferente numero de
subcultivos (Pedroso de Olivera et al., 2000; Le et al., 2007; Mapayi et al., 2013;
Medina et al., 2017). Si bien no se ha analizado estadisticamente la interaccion del
genotipo con los medios de cultivo respecto de la produccién de callos, en esta
tesis se evidenciaron variaciones en su diferenciacion relacionado con los
diferentes cultivares, en concordancia con lo planteado por Roca (1984).
Asimismo, este fendmeno de callogénesis ha sido mencionado por Smith et al.
(1986), quiénes la observaron en distintos materiales genéticos. Segun Pedroso
de Olivera et al., (2000), el fendbmeno de callogénesis es algo comun que se debe
a una adaptacién de los explantes al medio de cultivo, y como se observa en los
resultados de esta tesis, su produccion en la base del explante al no estar
relacionada directamente a la formacion del VS o de los MV no representa un
peligro de inestabilidad genética en la progenie clonal. Se han citado efectos
negativos que podrian afectar el crecimiento del vastago regenerado, como ocurre
cuando se produce el crecimiento exagerado de los callos (Smith et al., 1986). Por
ejemplo se ha informado que el aumento de la dosis de citocinina (i.e. BAP) en el
medio de cultivo genera un aumento en la proporciéon de formacion de callo que
termina inhibiendo el crecimiento del vastago (Onuoch y Onwubiku, 2007). Si bien
otros autores no hablan de inhibicibn, mencionan que al aumentar la
concentracion de BAP no se evidencia un aumento significativo en la frecuencia
de organogénesis (Le et al., 2007), que podria relacionarse con un efecto téxico de

dosis supradptimas de citocininas que interfiere en la regeneraciéon de vastagos.

Independientemente de la manifestacion de callo en la base del segmento
uninodal, en la presente tesis se observd que en la gran mayoria de los

tratamientos fue posible regenerar vastagos, ya sean simples ¢ multiples, con o
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sin raices. Mapayi et al., (2013) y Medina et al. (2017) citaron que es factible la
regeneracion de plantas en medios adicionados con reguladores de crecimiento
(i.e. citocininas combinadas o no con auxinas y giberelinas), independientemente
que se formen callos 0 no en la base del explante. Es de destacar que en esos
trabajos los medios fueron suplementados con concentraciones bajas de los
reguladores de crecimiento y que su combinacion guardaba un balance adecuado
no generando anomalias, tales como inhibicidon de la rizogénesis adventicia o

problemas durante el crecimiento de vastagos y/o raices.

Las citocininas mas usadas para induccién de la regeneracién de vastagos
comunmente son las purinas substituidas (BAP y CIN) y algunas ureas
substituidas como TDZ, que tiene actividad como citocinina y cuya propiedad
principal es la de estimular la division celular (Krikorian, 1995). Al parecer, en
cultivo de tejidos, las citocininas actuan acelerando la sintesis de proteinas,
algunas de las cuales podrian ser enzimas o proteinas estructurales necesarias

para la mitosis (Salisbury y Ross, 1994).

La técnica mas simple para la micropropagacion de la mandioca es el cultivo de
segmentos nodales de plantas regeneradas in vitro (Smith et al., 1986; Roca et al.,
1991). Esta técnica permite la rapida multiplicacion de plantas y la conservacion in
vitro de diferentes cultivares de mandioca (Albarran et al., 2003). Segun Roca et
al. (1991) mediante esta técnica es posible obtener de 3 a 5 nudos por mes que se
convertiran en plantas 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; Medina et al., 2017).

Segun varios autores, los requerimientos para lograr una multiplicacion mas rapida
de clones élite se pueden satisfacer mediante la induccion de MV en medios con
diferentes citocininas, a partir de apices caulinares (Roca, 1984; Puonti-Kaerlas,
1998) o de yemas axilares (Smith et al., 1986; Konan et al., 1997). La adicion de
determinadas dosis de una citocinina al medio de cultivo sola o en combinacién
con bajas concentraciones de auxinas puede utilizarse para romper la dominancia

apical, permitiendo de este modo, la formacion de un cultivo en roseta con
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proliferacion de MV (Smith et al., 1986; Puonti-Kaerlas, 1998). Segun Roca et al.
(1991) la obtencién de MV a partir de explantes nodales permitiria producir hasta

65 x 10% estacas en 18 meses.

Una observacion relacionada con la dosis de citocininas empleadas para estimular
el desarrollo del vastago in vitro fue que el uso de bajas concentraciones (i.e. BAP
y CIN), por lo general, promueve la formaciéon de vastagos simples (Smith et al.,
1986, Abd Alla et al., 2013). Segun Margara (1988), las citocininas generalmente
se utilizan en bajas concentraciones para estimular la proliferacion de tejidos y en
concentraciones mas elevadas para desencadenar la neoformacion de yemas
sobre los callos. Esta ultima situacion no se observo en los resultados de esta
tesis, los callos no fueron morfogénicos y la yema axilar preexistente en el
segmento uninodal broté en forma directa diferenciando VS o MV, dependiendo
del tipo y la concentracion de la citocinina y del cultivar. Un hecho notable fue la
gran capacidad de esta especie en responder positivamente a la caulogénesis
directa, habiéndose sometido a los explantes a diferentes tratamientos, los que
comprendieron un amplio rango de concentraciones de las diferentes citocininas

evaluadas y a su vez distintos medios.

En cuanto a la regeneracion de explantes con MV para los distintos medios y
cultivares estudiados, se puede decir que para la mayoria de los genotipos los
mejores resultados se alcanzaron empleando los medios adicionados con BAP, y
para el resto de los cultivares esto se logro utilizando medios adicionados con BAP
y CIN indistintamente. Es asi, que para los cvs. Ramada Paso, Surubim-41, Santa
Catarina, Amarilla, Palomita y MCol 1505 se consiguieron los mayores porcentajes
de explantes con MV con distintas concentraciones de BAP, a predominio de 0,5-1
mg/L. En cambio, para el cv. MPar 75, Catigua, IAC 12829 y Rocha los mayores
porcentajes de regeneracion de MV se evidenciaron ya sea con BAP (0,5, 1y 5
mg/L) o con CIN (5, 10 y 15 mg/L). En el 100 % de los cultivares, los explantes
respondieron diferenciando MV en los medios con 0,5y 1 mg/L de BAP y 5y 10
mg/L de CIN. Asimismo, se puede decir que con altas dosis de BAP (10 y 15
mg/L), la induccién de MV fue muy baja para la mayoria de los cultivares, con

excepcion de los cultivares IAC 12829 y Surubim-41; lo mismo se puede indicar
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que ocurrio con bajas dosis de CIN (0,5 y 1 mg/L) en donde los porcentajes de
explantes con MV obtenidos fueron también muy bajos. Considerando todos los
medios adicionados con TDZ, los valores de regeneracion de MV fueron muy

inferiores a las demas citocininas empleadas, no superando el 20% en promedio.

Considerando los reguladores de crecimiento evaluados, BAP y CIN se
destacaron en cuanto a su capacidad para inducir la regeneracion de explantes
con MV con respecto al TDZ. En numerosas especies se ha observado que el TDZ
exhibe una fuerte actividad promotora de la morfogénesis in vitro produciendo la
ruptura de la dormancia de yemas axilares o la ruptura de la dominancia apical y la
promocién de la formacién de yemas o MV (Faisal et al., 2005; Husain et al., 2007;
Ahmad y Anis, 2007; Ahmad y Anis, 2012) incluso en mandioca (Konan et al.,
1997), sin embargo en esta tesis se ha evidenciado un desempeno ineficaz del
mismo con respecto a las citocininas derivadas de purinas sustituidas, a pesar de

haberse probado dosis similares a las empleadas en los trabajos citados.

Varios autores investigando la posibilidad de optimizar la multiplicaciéon de
cultivares diferentes de mandioca han arribado a que es posible lograr una mayor
eficiencia en la propagacion empleando BAP como agente inductor (Konan et al.,
1997; Faye et al., 2015). Segun estos autores, el desempeno del BAP, CIN y TDZ
resultan similares en términos de porcentaje de explantes con MV, sin embargo,
tanto CIN como TDZ resultan menos efectivos en producir mayor cantidad de
vastagos por explante, incluso este ultimo provoca la diferenciacion de vastagos
hiperhidricos condicion que los inhabilita para su utilizacion en un programa de

multiplicacion masiva.

Por otra parte, Konan et al. (1997) determinaron que aumenta la produccién de
vastagos por explante cuando los explantes cultivados en medio con 10 mg/L de
BAP son transferidos luego de 4-6 dias de induccion a otro medio adicionado con
5 mg/L de BAP por 40 a 50 dias, es decir se contempla un subcultivo a medio
fresco y exponiendo al explante por mayor tiempo a un medio inductivo. Estos
resultados advierten que seria importante evaluar el tiempo de induccion o de
exposicion del explante a un determinado regulador de crecimiento para lograr una

mayor eficacia en la multiplicacion in vitro.
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Otra variable evaluada, la cual esta relacionada con la capacidad de multiplicacion
de los explantes, fue el numero de nudos producidos por explante. Los datos
registrados de numero de nudos por explante fueron contabilizados, a los 20 y 40
dias de cultivo, discriminando el tipo de vastago formado (VS 6 MV) (Tablas 3.1,
3.2,3.3, 3.4).

A los 20 dias de cultivo, considerando los promedios obtenidos por cultivar, el 50%
de estos produjo la misma cantidad de nudos por explante, independientemente
del tipo de vastago regenerado. El otro 50% fue capaz de duplicar la cantidad de
nudos por explante cuando regeneraron MV respecto de cuando formaron VS. En
todos los medios evaluados, fue factible la regeneracion de VS y por lo tanto hubo
produccion de nudos por explante en todos los casos, sin embargo, la posibilidad
de diferenciar MV aunque sea en un determinado porcentaje y en algunos medios
de cultivo esto siempre mejoré la cantidad de nudos por explante (Tablas 3.1 y
3.2) En general, el mayor numero de nudos promedio por VS se observo
empleando el Medio M (Cavallero et al., 2012), seguido de medios adicionados
con BAP y CIN. Los menores valores de numero de nudos por VS se presentaron
en medios suplementados con TDZ (Tabla 3.1) Los mayores valores de numero
de nudos promedio por MV se obtuvieron en diferentes medios (> 5), sin delinear
un patron definido (Tabla 3.2).

A los 40 dias de cultivo, teniendo en cuenta los valores promedio por cultivar, el
100% de los cultivares al menos duplicd el numero de nudos por explante cuando
se compararon los MV respecto de los VS (Tabla 3.3 y 3.4). La produccién de
nudos por explante derivados de MV en medios adicionados con citocininas fue
siempre mayor (entre 5-11,1) que la diferenciada por los VS (entre 1,8-4,6), si se
compararan los promedios obtenidos por medio de cultivo (Tabla 3.4). La cantidad
de nudos por explante con MV producida por el cv. IAC 12829 en MS y el cv. MCol
1505 en Medio M fue de 4, comparable con lo registrado en VS (Tabla 3.4).

El numero de nudos promedio por explante por medio en VS regenerados sélo con
citocininas no supera de 4,8 a los 40 dias de cultivo; sin embargo, en explantes

con MV este numero parte de 5 y llega hasta un valor de 11,1 (Tabla 3.3 y 3.4).
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Curiosamente, el mayor valor de numero de nudos promedio por explante tanto
para VS como para MV se contabilizé en el cv. Surubim-41 a los 20 y 40 dias de
cultivo y el menor valor en el cv. Amarilla a los 40 dias de cultivo (Tabla 3.3 y 3.4).
Los mayores valores de numero de nudos promedio por MV se registraron en los
medios adicionados con 0,5-1 mg/L de BAP y 5-15 mg/L de CIN (Tabla 3.4).

Algunos autores han sugerido la combinaciéon de BAP y ANA para acelerar la
multiplicacion de mandioca via promocién de MV (Smith et al., 1986; Abd Alla et
al., 2013). Demeke et al. (2014), observaron un aumento significativo en cuanto a
numero de vastagos, hojas y nudos, y peso de vastagos, adicionando al medio
inductivo dos citocininas (BAP y CIN) en iguales concentraciones (0,75 mg/L). Los
resultados de esta tesis demostraron que la adicidn de una sola citocinina al medio
rompe la dominancia apical de las yemas axilares y permite la formacion de MV,
particularmente, cuando se utiliza BAP o CIN en determinadas concentraciones.
Konan et al. (1995), adicionando 0,1 a 20 mg/L de BAP, evidenciaron la promocion
de explantes con MV (entre 15-55 %) soélo en los medios que contenian menos de

5 mg/L de BAP y una inhibicién de la formacion de MV a partir de 10 mg/L.
Por otra parte, Smith et al. (1986) y Faye et al. (2015) informaron que el BAP

permite diferenciar mayor cantidad de vastagos y hojas y, por extension, un mayor
numero de nudos por explante, aunque los ultimos revalorizaron la accién de la
CIN como citocinina que favorece la elongacion de vastagos y raices, ademas del
normal desarrollo del canopeo. En la Figura 3.39 se puede evidenciar la apariencia
de los vastagos o plantas formadas en medios diferentes y se destaca el buen
aspecto de las derivadas de medios con CIN. Si bien se rescatan las virtudes de
cada citocinina, es de recordar que las plantas regeneradas seran donadoras de
explantes y que cuando la citocinina logre estimular mas la formacién de nudos
seran mejores en relacion a la multiplicacion. Es decir que en la etapa de
induccion hay que priorizar la mayor produccién de numero de nudos por explante,
ya que recién en la préoxima etapa los mismos se convertiran en plantas y su
calidad se vera asegurada cultivandolos en el medio de multiplicacion (Figura
3.45) (Cavallero et al., 2012) objetivo no buscado en la induccion.
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Tabla 3.1: Numero de nudos promedio por explante derivados de VS de 10

cultivares de mandioca (Manihot esculenta Crantz) cultivados en diferentes medios

a los 20 dias del cultivo.

weoo~Gytivar | 1eMada | g5 | catigua | 1AC12829 |surubim-a1| 2™ Rocha | Amarilla | Palomita | Mcol 1505 | ' omediopor
paso Catarina medio y tiempo
MS 3,8+0,3 ** 3,4+0,2 3,6+0,2 3,1+0,3 3,2+0,1 3,8+0,3 3,610,1 3,610,2 3,610,2 3,5+0,3 3,5+0,1
BAP* 0,5 3,9+0,4 3,7+0,2 3,9+0,2 3,610,3 3,7+0,5 4,1+0,3 3,610,1 3,4+0,4 4,50,1 4,3+0,1 3,9+0,1
BAP 1 3,8+0,5 3,3+0,3 3,5+0,2 3,2+0,9 2,7+0,7 3,7+0,2 3,3+0,1 3,1+0,2 4,3+0,3 4,7+0,3 3,610,2
BAP 5 2,2+0,4 2,0+0,3 2,5+0,3 3,3+0,6 2,910,2 2,4+0,1 3,1+0,2 1,9+0,4 3,440,2 3,1+0,3 2,7+0,2
BAP 10 2,1+0,3 2,0+0,2 2,2+0,4 2,4+0,2 3,3+0,2 2,1+0,1 2,50,2 2,4+0,2 2,7+0,1 2,210,2 2,40,1
BAP 15 1,9+0,3 2,30,2 1,9+0,3 2,5¢0,4 2,5+0,2 2,0+0,1 2,0+0,3 2,1+0,4 2,4+0,2 2,610,3 2,2+0,1
CINO,5 3,840,2 3,8+0,3 3,610,3 3,540,3 3,5+0,3 4,1+0,4 3,620.1 3,440,3 3,8+0,1 3,610,3 3,6+0,1
CIN 1 3,7+0,3 3,70,2 3,610,2 3,740,2 3,60,2 4,1+0,2 3,8+0.2 3,7+0,2 3,7+0,1 3,2+0,3 3,6+0,1
CIN 5 3,8+0,3 3,8+0,3 2,90,2 3,4+0,4 3,7+0,4 3,40,3 3,9+0,3 3,4+0,6 4,7+0,3 3,30,2 3,6+0,1
CIN 10 3,440,3 3,1+0,5 3,1+0,3 3,44+0,1 3,7+0,4 3,10,2 3,7+0,2 3,5+0,6 4,210,3 2,9+0,2 3,5+0,1
CIN 15 2,4+0,4 3,3+0,4 2,4+0,3 3,2+0,4 3,2+0,4 3,0+0,3 3,7+0,2 2,7+0,3 4,0£0,4 3,0+0,3 3,1+0,1
TDZ 0,5 2,14+0,3 1,6+0,2 1,9+0,9 2,0£0,4 2,540,3 3,7+0,1 2,2+0,1 2,2+0,2 3,240,3 2,4+0,2 2,4+0,2
TDZ 1 1,9+0,3 1,4+0,3 1,5¢0,1 1,7+0,3 1,8+0,3 2,1+0,3 2,4+0,2 2,2+0,6 2,610,2 2,4+0,4 2,0+0,1
TDZ 5 1,4+0,2 1,8+0,1 1,2+0,2 1,7+0,1 1,6+0,2 1,6+0,3 1,9+0,1 2,0£0,3 2,340,3 2,3+0,5 1,8+0,1
TDZ 10 1,5+0,2 1,8+0,4 1,2+0,2 1,4+0,2 1,7+0,3 2,0+0 2,3+0,6 1,6+0,3 2,0£0,2 2,0+0,3 1,8+0,1
TDZ 15 1,7+0,3 1,9+0,1 1,7+0,1 1,9+0,1 1,9+0,1 1,7+0,1 1,9+0,1 1,7+0,3 1,9+0,1 1,9+0,1 1,8+0,0
Medio M 3,9+0,1 4,4+0,1 4,010,1 3,9+0,0 3,9+0,1 4,9+0,1 4,1+0,2 4,7+0,2 3,6+0,0 4,4+0,1 4,2+0,1
Promedio por
cultivar 2,8+0,2 2,8+0,2 2,610,2 2,8+0,2 2,9+0,1 3,30,2 3+0,1 2,8+0,2 3,0+0,2 3,10,2 -

*

** Se presentan las medias aritméticas y sus errores estandar.
*** Medio M segun Cavallero et al. (2012).

Tabla 3.2: Numero de nudos promedio por explante derivados de MV de 10

La concentracién de los reguladores de crecimiento estan expresadas en mg/L.

cultivares de mandioca (Manihot esculenta Crantz) cultivados en diferentes medios

a los 20 dias del cultivo.

Vea~Gutivar | eM393 | \orgs | catigua | 1AC12829 |surubim-a1| 52"t Rocha | Amarilla | Palomita | Mcol 1505 | Fromediopor
paso Catarina medio y tiempo
Ms ; ; ; ; ; } ; ; } ; }
BAP* 0,5 65602 | 6,413 72415 | 7,203 | 80:L,3 | 39:01 | 2,9t0,1 | 3,0:01 | 3,6(01 | 35401 52
BAP 1 7,740,4 - 51407 | 56:1,6 | 82:tL1 | 37:02 | 30601 | 2801 | 32601 | 3,9%42 4,38
BAPS - - 6,002 | 59:09 | 7,6:08 | 36:01 | 2,901 2,5:0 30802 | 3,6¢0,1 4,5
BAP 10 } } } 5,520 6,0:0,2 ] } } } 2,060 45
BAP 15 } } } 5,0:0 6,6:0,6 - - - - - 53
CINO,5 } } } 3,040 } } 3,540 3,240, ; 3,540 33
CIN1 } ; } } 4,00 3,040 ; } ; 2,540 31
CINS 7,041, 7,841,2 63t11 | 62:0,7 | 65:0,6 | 37600 | 33102 | 3406 | 3.2+06 2,340 5
CIN 10 9,9+3,0 56104 | 7,8:16 | 7,2tL6 3,040 37103 | 2,9t0,6 | 3,002 3,540 52
CIN15 47413 72417 | 7,9¢0,8 | 85:0,8 3,540 35402 | 28t04 | 31803 | 3501 5
20,5 6,040 ; 4,040 6,0:0 6,040 ; 3,240, ; 2,8+0,7 ; 46
1 5,040 ; 6,002 | 55t.5 6,040 } ; ; 2,540 } 4,7
T0Z5 ; 4,040 ; ; 6,040 } ; ; ; } 5
TDZ 10 ; ; ; ; ; } 3,240 ; ; ; 32
15 ; ; - ; ; } ; ; ; } }
Medio M - - - - - - - - - - -
Promedio por
cultivar 6,5 6,5 5,9 5,9 6,6 3 32 2,9 31 35 -

*

** Se presentan las medias aritméticas y sus errores estandar.
*** Medio M segun Cavallero et al. (2012).

La concentracién de los reguladores de crecimiento estan expresadas en mg/L.
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Tabla 3.3: Numero de nudos promedio por explante derivados de VS de 10

cultivares de mandioca (Manihot esculenta Crantz) cultivados en diferentes medios

a los 40 dias del cultivo.

~ . Ramada . . Santa . . Promedio por
Medio ultivar Mpar 75 Catigua IAC 12829 |Surubim-41 X Rocha Amarilla Palomita | Mcol 1505 . R
paso Catarina medioy tiempo
MS 5,240,2 ** 4,8+0,4 4,5+0,5 4,0+0,2 4,610,1 5,1+0,4 4,8+0,1 4,7+0,1 5,1+0,1 4,2+0,1 4,7+0,1
BAP* 0,5 5,0£0,9 5,540,3 5,2+0,4 4,3x0,3 4,7+0,3 5,4+0,2 5,1+0,1 2,8+0,9 4,2+1,4 3,6+1,2 4,640,2
BAP 1 5,61,1 4,7+0,3 4,9+0,4 4,5+0,6 3,3%0,3 4,8+0,3 4,1+0,2 3,7+0,3 4,1+1,3 5,2+0,4 4,5+0,2
BAP 5 4,4+0,7 3,3+0,4 3,9+0,4 4,6+0,3 4,8+0,4 3,840,3 4,1+0,3 2,3%0,3 3,840,3 3,510,2 3,840,2
BAP 10 2,9+0,3 2,6+0,5 2,9+0,5 3,8+0,1 2,7+¢1,1 2,1+0,8 2,7+0,3 2,6%0,2 2,2+0,7 2,210,7 2,710,1
BAP 15 3,00,2 3,00,5 2,7+0,2 3,210,2 4,1+0,4 1,5+0,5 2,210,2 2,4%0,5 2,520,4 3,0£0,4 2,8+0,2
CINO,5 5,0£0,2 4,9+0,1 5,240,2 4,3+0,1 5,4+0,2 5,0+0,5 4,8+0,1 4,0£0,3 4,8+0,0 4,6:0,1 4,8+0,1
CIN 1 4,8+0,3 4,610,2 4,8+0,1 4,8+0,2 4,610,3 5,310,1 5,2+0,2 5,0£0,1 4,8+0,3 4,4+0,4 4,8+0,1
CIN 5 5,3+0,4 4,9+0,4 4,8+0,4 4,5+0,3 5,1+0,5 4,4+0,3 5,2+0,6 4,3+0,3 5,610,3 4,5+0,2 4,8+0,1
CIN 10 4,7+0,3 4,2+0,3 4,0£0,5 4,210,6 4,8+0,1 4,2+0,2 4,7+0,3 4,010,2 3,5+1,2 3,5+0,2 4,2+0,1
CIN 15 4,010,2 4,1+0,8 4,1+0,1 5,0+0,7 4,7+0,3 2,5+0,9 4,2+0,4 3,610,4 3,1+1,1 3,840,2 3,910,2
TDZ 0,5 3,9+0,3 2,50,2 2,5¢1,0 4,140,2 4,3+0,3 4,4+0,4 3,240,3 3,3+0,3 4,3+0,1 3,640,3 3,50,2
TDZ 1 3,4+0,2 2,50,3 1,7+0,3 3,4%0,2 3,2+0,3 3,240,5 2,50,3 2,1+0,8 2,9+0,5 3,520,4 2,80,1
TDZ5 2,10,4 1,4+0,5 1,8+0,4 2,240,1 2,10,4 1,0¢0,6 2,1+0,1 2,1+0,3 2,0£0,8 2,6+0,8 1,9¢0,1
TDZ 10 2,010,3 2,50,5 1,6+0,3 2,8+0,2 2,0+0,3 1,0+0,6 2,2+0,3 1,3+0,5 2,1+0,2 2,910,5 2,00,1
TDZ 15 1,7+0,3 1,9+0,1 1,7+0,1 1,9+0,1 1,94+0,1 1,7+0,1 1,9+0,1 1,7+0,3 1,940,1 1,9+0,1 1,8+0,0
Medio M 5,7+0,0 5,6+0,1 5,3+0,2 6,6+0,1 4,7+0,2 5,0+0,1 4,1+0,2 5,5+0,2 4,4+0,2 4,5+0,2 5,1+0
Promedio por
cultivar 3,940,3 3,740,3 3,640,3 3,940,2 4,0£0,2 3,640,2 3,7+0,2 3,20,2 3,6t0,2 3,540,3 -

*

** Se presentan las medias aritméticas y sus errores estandar.
*** Medio M segun Cavallero et al. (2012).

Tabla 3.4: Numero de nudos promedio por explante derivados de MV de 10

La concentracién de los reguladores de crecimiento estan expresadas en mg/L.

cultivares de mandioca (Manihot esculenta Crantz) cultivados en diferentes medios

a los 40 dias del cultivo.

- X Ramada . ) Santa . ) Promedio por
Medio ltivar Mpar 75 Catigua IAC 12829 |Surubim-41 ) Rocha Amarilla Palomita | Mcol 1505 . .
paso Catarina medio y tiempo
MS - - - 4,0+0 - - - - - - 4
BAP* 0,5 8,310,6 ** 9,9+0,9 10,0£0,7 9,0+0,4 8,8+0,7 8+1,1 9,7+0,2 10,0£0,7 9,0+0,7 9,9+1,1 9,3
BAP 1 10,1+0,8 9,0+0 8,5+0,3 7,4+1,7 11,1+0,9 11+1,2 6,7+2,3 9,6+2,7 8,2+0,7 10,240,8 9,2
BAP 5 4,0+0 - 9,6+1,7 9,6+0,9 10,8+0,4 4+0 6,5+2,2 6,50 9,4+0,9 14,50 8,3
BAP 10 7,080 7,02 13,00 10,4+1,7 10,7+0,0 - 3,5+3,5 - 70 7,00 8,2
BAP 15 - 7,5%2,0 7,00 9,2+0,9 10,7+0,5 - - 6,00 5,01 5,5¢1,5 7,3
CIN 0,5 - - - 5,00 - - 8,0+0 6,00 - 8,0+0 6,8
CIN 1 - - - - 8,50 - 8,01 - - 8,0+0 8,2
CIN 5 10,0+1,4 8,0+0,6 9,249,4 8,6+0,2 9,2+1,6 10+1 8,7+3,0 10,0+1,7 6,6+2,4 10,00 9
CIN 10 10,0+0 13,3+1,1 11,5+1,5 11,9+0,7 11,440,2 10+0 12,5+1,1 12,241,2 7,7+1,8 10,7+0,7 11,1
CIN 15 - 11,4+1,5 12,7+41,1 11,241,0 9,5+0,9 8,5+0,5 11,3+1,4 10,7+1,4 8,7+0,4 7,8+0,1 10,2
TDZ 0,5 - - 4,010 3,00 - 60 9,6+0,8 - 8,3+4,1 - 6,2
TDZ 1 - - 6,00 5,0+1,0 7,4+0,4 - - - 7,00 - 6,3
TDZ 5 - - - 3,5+0.5 7,00 - - - - 6,00 5,5
TDZ 10 - 4,0+0 - - 5,7+1,3 - 5,00 4,0+0 - 6,5+2,5 5
TDZ 15 - - - - - - - - - -
Medio M - - - - - - - - - 4,0+0 4
Promedio por
cultivar 8,2 8,7 9,1 7,5 9,2 8,2 8,1 7,2 7,6 7,5 -

*

** Se presentan las medias aritméticas y sus errores estandar.
*** Medio M segun Cavallero et al. (2012).

La concentracién de los reguladores de crecimiento estan expresadas en mg/L.
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Todos los vastagos derivados de MV de los 10 cultivares de mandioca evaluados
y que fueron regenerados en los distintos medios de induccion, fueron transferidos

al Medio M para evaluar su capacidad de enraizamiento (Tabla 3.5).

Tabla 3.5: Porcentaje de vastagos enraizados (%), derivados de MV de 10
cultivares de mandioca (Manihot esculenta Crantz) provenientes de distintos
medios adicionados o no con citocininas y transferidos al Medio M (segun
Cavallero et al., 2012.)

M Ramada Paso| MPar75 Catigua [ IAC 12829 [Surubim-41|Santa Catarina| Rocha Amarilla Palomita |MCol 1505 [Promedio por medio
MS - - - 25ab - - - - - - 25,0
BAP 0,5* 66,8 ** b*** 93,7 ¢ 75b 96,8 ¢ 78,5d 479b 65,6 ¢ 29,2 cd 70,1d 58,3a 68,2
BAP 1 826b 12,5ab 58,3b 90,6 ¢ 85,7d 46,2b 70c¢c 28,1 bed 58,3d 599 a 59,2
BAP 5 21a - 35b 69,4 bc 87,3d 13,5ab 58,3 bc 25 abc 37,5 abcd 25a 41,3
BAP 10 125a 375b 458b 46,5 abc 97,9d - 25ab - 12,5 abc 475a 40,7
BAP15 - 25 ab 00 a 100 ¢ 72,1 cd - - 14,6 abc 37,5 bed 25a 39,2
CIN0,5 - - - 25 ab - - 12,5ab 16,7 abc - 25a 19,8
CIN 1 - - - - 18,8 abc - 25ab - - 25a 22,9
CIN5 25a 459b 66,7 b 75 bc 71,9 cd 25ab 63,5 bc 8,3ab 60,4 cd 25a 46,7
CIN10 188a 93,7¢c 448b 96,3 ¢ 75 cd 18,8 ab 823c¢c 38,5 bed 53,8 bed 25a 54,7
CIN 15 - 958 ¢c 40,8b 75 bc 68,1 bed 16,7 ab 46,5 abc 85,5d 36,9 abcd 18,8 a 53,8
TDZ 0,5 - - 12,5b 25ab - 12,5 ab 25 ab - 22,9 abcd - 19,6
TDZ 1 - - 12,5b 25ab 12,5ab - - - 6,3 ab 14,1
TDZ5 - - - 25ab 50 bed - - - - 25a 33,3
TDZ 10 - 125a - - 50 abed - 12,5ab 00 a - 125a 17,5
TDZ 15 -
Medio M - - - - - - - - - 125a 12,5
Promedio por cultivar 37,8 52,1 39,1 59,6 64,0 25,8 44,2 27,3 39,6 29,6

* La concentracion de los reguladores de crecimiento estan expresadas en mg/L.

** Se presenta el porcentaje de vastagos enraizados promedio.

*** Letras distintas indican diferencias estadisticas en la columna para cada
cultivar segun el test de comparaciones multiples de Duncan (P<0,05).

En cuanto a la efectividad en el enraizamiento de los vastagos derivados de MV,
se puede mencionar que si bien en su gran mayoria fueron capaces de enraizar se
registraron diferencias estadisticas relacionadas con el medio de origen, excepto
en el cv. MCol 1505. Los vastagos que fueron subcultivados en Medio M
(Cavallero et al., 2012) para evaluar su enraizamiento, evidenciaron capacidad
rizogénica en el 100% de los cultivares cuando provenian de los medios de
induccion de MV adicionados con 0,5-1 mg/L de BAP y 10-15 mg/L de CIN. Sin
embargo, cabe mencionar que los vastagos de los cvs. Catigua, Rocha y Palomita

que provenian del medio adicionado con 5 mg/L de CIN también demostraron
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elevados porcentajes de enraizamiento elevados. En general, los vastagos
derivados de MV provenientes de medios con TDZ presentaron una muy baja
capacidad de enraizamiento que no superdé el 50%. Esto concuerda con Guo et al.
(2011), que indicaron que el TDZ manifestd una influencia negativa sobre la
rizogénesis de vastagos derivados de medios inductivos provistos de esta
citocinina. Li et al. (1998) comprobaron que los vastagos regenerados en medios
adicionados con 0,5 a 2 mg/L de BAP fueron capaces de enraizar normalmente.
Los mayores valores de porcentaje de vastagos enraizados se registraron en el cv.
Surubim-41 y los menores en los cvs. Santa Catarina y Amarilla (Tabla 3.5). En la
Figura 3.45 se puede observar como lucian los vastagos enraizados derivados de
MV regenerados en medios con BAP (Figura 3.45 a) y CIN (Figura 3.45 b).

Figura 3.45: Enraizamiento de vastagos derivados de MV provenientes de
diferentes medios con citocininas y transferidos en Medio M segun Cavallero et al.
(2012).

Referencias: a) vastago del cv. Catigua derivado del medio adicionado con 1
mg/L de BAP; b) vastago del cv. IAC 12829 derivado del medio adicionado con 10
mg/L de CIN. Barras = 1 cm.
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Tabla 3.6: Peso seco de vastagos enraizados (mg), derivados de MV de 10
cultivares de mandioca (Manihot esculenta Crantz) provenientes de distintos
medios adicionados o no con citocininas y transferidos al Medio M (segun
Cavallero et al., 2012).

Medio ultivar[Ramada Paso| MPar 75 Catigua IAC 12829 | Surubim-41 |Santa Catarina Rocha Amarilla Palomita MCol 1505 |Promedio por medio
MS - - - 8,1ab - - - - - - 81
BAP 0,5* 19,7 ** b *** 232a 23,1¢ 218¢c 25,1¢c 94b 20,1a 17,3d 16,2d 15,1b 19,1
BAP 1 16,3b 48a 10,9 be 18,6 ¢c 276¢c 92b 159a 179d 14,8d 128b 14,9
BAP 5 78a - 43ab 9,8 abc 317¢c 45ab 116a 5,8 abc 11,6 bed 22a 9,9
BAP 10 53a 55a 9,9 abc 12,8 abc 16,8 bc - 16,7 a - 34ab 42a 9,3
BAP15 - 56a - 175¢ 277¢c - 1,2ab 1,2 ab 07a 9,0
CINO,5 - - - 8,7 ab - - 249a 6,8 abcd - 24a 5,1
CIN 1 - - - - 13,5ab - 11,0a - - 129b 12,5
CIN5 6,1a 123a 16,2 abc 18,1 bc 134 ab 52ab 19,1a 15cd 6 abc 53a 11,7
CIN10 24a 245a 12,6 abc 191¢ 23,9bc 1,7 ab 45a 9,1 bed 14 cd 121b 12,4
CIN 15 - 19,7a 14,8 be 13,5 abc 19,3 bc 0,7a 27a 6,4 abc 18,1d 28 a 10,9
TDZ 0,5 - - 6,8 ab 9,1ab - 06a 33a - 7,1 abcd 5,4
TDZ1 - - 33ab 15,9 abc 11,2ab - - - 4,6 abc 8,8
TDZ5 - - - 7.2ab 12,2ab - - - - 65a 8,6
TDZ10 08a - - 10,4 ab - 30a - - 6,5a 52
TDZ 15 -
Medio M - - - - - - - - - 50a 5,0
Promedio por cultivar 9,6 12,1 11,3 13,9 19,4 4,5 10,0 9,9 9,7 6,8

* La concentracion de los reguladores de crecimiento estan expresadas en mg/L.

** Se presenta el peso seco de vastagos enraizados promedio en mg.

*** Letras distintas indican diferencias estadisticas en la columna para cada
cultivar segun el test de comparaciones multiples de Duncan (P<0,05).

El peso seco de vastagos enraizados o peso seco de plantas completas fue
afectado por el medio de cultivo del cual provenian en 8 de los 10 cultivares
estudiados, obteniéndose diferencias estadisticas en favor de los medios de
induccion de MV que contemplaron la adicién de 0,5 y 1 mg/L de BAP. Los
vastagos derivados de medios adicionados con 5, 10 y 15 mg/ de CIN y puestos a
enraizar también mostraron valores de peso seco similares a aquellos registrados
en los medios adicionados con BAP, dependiendo del cultivar. La mayoria de
vastagos enraizados provenientes de MV obtenidos en medios con TDZ
presentaron pesos muy bajos, es decir, que demostraron una baja capacidad de
crecimiento. En otra especie se ha observado una influencia diferencial del medio
inductivo para la multiplicacion que contemplaba variaciones en las
concentraciones de citocinina, habiendo una concentracion ideal que favorecia

significativamente la ganancia de peso de las plantas regeneradas (Cio¢ et al.,
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2018). Los mayores valores de peso seco de vastagos enraizados o de plantas
enteras se registraron en el cv. Surubim-41 y los menores en los cvs. Amarilla y
Santa Catarina (Tabla 3.6).

Con los resultados obtenidos en este experimento, y considerando que el objetivo
principal de esta tesis fue la induccion de la proliferacion de MV, teniendo en
cuenta la eficacia de los medios con citocininas en romper la dominancia apical y
diferenciar MV (expresada como porcentaje de explantes con MV) se puede decir
que los medios adicionados con 0,5y 1 mg/L de BAP y 5y 10 mg/L de CIN fueron
los que permitieron que el 100% de los cultivares respondan positivamente y en un
alto porcentaje (principalmente derivados de medios con BAP). Por otra parte, los
vastagos derivados de MV regenerados en los medios de induccion mencionados
mostraron, en general, una adecuada capacidad de enraizamiento y de

crecimiento.

Seleccionados estos medios de induccion de MV, se prosiguié con el estudio de la
incidencia del tiempo de exposicion a estas concentraciones de citocininas para el

mismo grupo de cultivares de mandioca.
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3.2. Efecto del medio de cultivo y el tiempo de induccion sobre la
regeneracion in vitro de MV de diferentes cultivares de mandioca.

Al analizar el cv. ‘Ramada Paso’, en cuanto al efecto de los distintos tiempos de
exposicion de los explantes a los medios adicionados con reguladores de
crecimiento sobre la regeneracion de MV (Figura 3.46), se puede decir que no se
evidenciaron diferencias estadisticas debidas a los efectos simples del medio de
cultivo (P=0,0582), el tiempo de induccién (P=0,1973), ni a su interaccién
(P=0,9930). Si bien pareciera que los medios adicionados con BAP indujeron
mayor proporcion de explantes con MV, las diferencias no resultaron

estadisticamente significativas.

En la Figura 3.47 se pueden observar los resultados obtenidos para el cv. ‘MPar
75’. Con respecto al medio de cultivo, los valores de porcentaje de explantes con
MV fueron mayores cuando se adicion6 el medio con 0,5 mg/L de BAP y 5-10
mg/L de CIN (P=0,0067). En general, a partir de 20 dias de exposicion, los
explantes manifestaron un aumento significativo en la regeneracion de MV
respecto a 10 dias (P=0,0038). No se evidenciaron diferencias significativas

debidas a la interaccion entre medio de cultivo vs. tiempo de exposicion (P=0,099).

Cuando se evaluo el cv. ‘Catigua’ (Figura 3.48) no se evidenciaron diferencias
estadisticas respecto de los medios de cultivo (P=0,4486), ni al tiempo de
exposicion a las citocininas (P=0,3241), ni a su interaccion (P=0,1454). Si bien
algunos medios de cultivo se destacaron en su capacidad para inducir la

regeneracion de MV a partir de 20 dias, las diferencias no fueron significativas.

Examinando los resultados obtenidos para el cv. ‘IAC 12829’, (Figura 3.49) se
observa que la regeneracion de MV no presentod diferencias significativas debidas
a los medios de cultivo evaluados (P=0,3611). Tal como se evidencio en el cv.
‘MPar 75’, los explantes respondieron mejor a la induccion de la regeneracion de
MV cuando el tiempo de exposicion al medio de cultivo fue de al menos de 20 dias
respecto a 10 dias (P=0,0188). No se detectaron diferencias significativas

respecto de la interaccion de los factores estudiados (P=0,1579).
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Figura 3.46: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Ramada Paso’ obtenida en distintos medios (MS mas citocininas) y
tiempos de induccion a los 40 dias de cultivo. % Expl con MV= Porcentaje de
explantes con multiples vastagos (independientemente de las variaciones

morfogénicas anteriormente descriptas).
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Figura 3.47: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘MPar 75 obtenida en distintos medios (MS mas citocininas) y
tiempos de induccion a los 40 dias de cultivo. % Expl con MV= Porcentaje de
explantes con multiples vastagos (independientemente de las variaciones

morfogénicas anteriormente descriptas).
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Figura 3.48: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Catigud’ obtenida en distintos medios (MS mas citocininas) y
tiempos de induccion a los 40 dias de cultivo. % Expl con MV= Porcentaje de

explantes con multiples vastagos (independientemente de las variaciones
morfogénicas anteriormente descriptas).
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Figura 3.49: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘IAC12.829’ obtenida en distintos medios (MS mas citocininas) y
tiempos de induccion a los 40 dias de cultivo. % Expl con MV= Porcentaje de

explantes con multiples vastagos (independientemente de las variaciones

morfogénicas anteriormente descriptas).
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En cuanto al cv. ‘Surubim-41’ (Figura 3.50), tanto el factor medio de cultivo
(P<0,0001), tiempos de exposicion a las citocininas (P=0,0001) y su interaccion
(P=0,019) generaron diferencias estadisticas significativas en la induccion de la
regeneracion de MV. El medio adicionado con 5 mg/L de CIN produjo la menor
induccion de la regeneracion de MV. Referido al efecto simple de los tiempos de
exposicion, tal como se menciond para los cvs. ‘IAC 12829’ y ‘MPar 75, 20 dias
de cultivo en los medios inductivos evaluados ya es suficiente para alcanzar
porcentajes altos de explantes con MV. Cabe destacar que en este caso se
evidenciaron diferencias significativas en relacion a la interaccion de factores,
observandose que la incubacion de los explantes por mas tiempo en los medios
adicionados con BAP consolida la respuesta a la regeneracion de MV. Por lo
menos en este cultivar, se podria considerar exponer a los explantes por mas

tiempo al medio inductivo para optimizar su capacidad de regeneracién via MV.

De acuerdo a lo registrado con el cv. ‘Santa Catarina’, (Figura 3.51) para los
distintos medios de cultivo, tiempos de exposicion a las citocininas y su interaccion
(P=0,2326) no se produjeron diferencias significativas. Si bien no se detectaron
diferencias estadisticas, se puede observar que hay una propensién a que los
explantes respondan mejor, en relacion a la regeneracion de MV, en medios

adicionados con BAP.

Cuando se evaluo el cv. ‘Rocha’ (Figura 3.52), tampoco se detectaron diferencias
estadisticas con respecto al efecto de los medios de cultivo y los tiempos de
exposicion ensayados, ni a su interaccion (P=0,8963) sobre la regeneracién de
MV. En la Figura 3.52 se observa que, con excepcion del medio adicionado con 1
mg/L de BAP, en los restantes medios aumenta la regeneracion de MV en funcion

del tiempo de exposicion aunque la diferencia no reviste significancia estadistica.

Cuando se examinaron los resultados obtenidos con el cv. ‘Amarilla’ (Figura 3.53),
no se evidenciaron diferencias estadisticas en la regeneracion de MV debidas a
los efectos simples del medio de cultivo (P<0,7065), el tiempo de exposicion a las

citocininas (P<0,1565), ni a su interaccion (P<0,1880).
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Figura 3.50: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Surubim-41’ obtenida en distintos medios (MS mas citocininas) y
tiempos de induccion a los 40 dias de cultivo. % Expl con MV= Porcentaje de

explantes con multiples vastagos (independientemente de las variaciones
morfogénicas anteriormente descriptas).
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Referencia: Letras distintas indican diferencias estadisticas segun el test de
comparaciones multiples de Duncan (P<0,05).

Figura 3.51: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Santa Catarina’ obtenida en distintos medios (MS mas citocininas) y
tiempos de induccion a los 40 dias de cultivo. % Expl con MV= Porcentaje de

explantes con multiples vastagos (independientemente de las variaciones
morfogénicas anteriormente descriptas).
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Figura 3.52: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Rocha’ obtenida en distintos medios (MS mas citocininas) y tiempos
de induccion a los 40 dias de cultivo. % Expl con MV= Porcentaje de explantes

con multiples vastagos (independientemente de las variaciones morfogénicas
anteriormente descriptas).
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Figura 3.53: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Amarilla’ en distintos medios (MS mas citocininas) y tiempos de
induccion a los 40 dias de cultivo. % Expl con MV= Porcentaje de explantes con

multiples vastagos (independientemente de Ilas variaciones morfogénicas
anteriormente descriptas).
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En el cv. ‘Palomita’, el unico factor que arrojo diferencias significativas en relacion
al porcentaje de explantes con MV fue el tiempo de exposicion a las citocininas
contenidas en los medios de cultivo (P=0,0007) (Figura 3.54). A los 20 dias de
cultivo se produjo un aumento significativo de la regeneracion de MV, lo cual se

mantuvo independientemente de la prolongacion del tiempo de exposicion.

Similar a las respuestas de regeneracion de MV obvervadas en los cvs. ‘IAC
12.829’ y ‘Palomita’, ocurrié en el cv. ‘MCol 1505’ (Figura 3.55). El unico factor que
genero diferencias estadisticas fue el tiempo de exposicién (P=0,0042). Como en
los demas cultivares, 20 dias de induccion fueron suficientes para lograr el mayor
porcentaje de regeneracion de MV, ya que mayores tiempos de exposicion no

promovieron un aumento significativo en el porcentaje de explantes con MV.

Figura 3.54: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Palomita’ en distintos medios (MS mas citocininas) y tiempos de
induccion a los 40 dias de cultivo. % Expl con MV= Porcentaje de explantes con
multiples vastagos (independientemente de las variaciones morfogénicas

anteriormente descriptas).
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Figura 3.55: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘MCol 1505’ en distintos medios (MS mas citocininas) y tiempos de
induccion a los 40 dias de cultivo. % Expl con MV= Porcentaje de explantes con
multiples vastagos (independientemente de las variaciones morfogénicas

anteriormente descriptas).
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En resumen, el 50% de los cultivares de mandioca evaluados presentaron
mayores porcentajes de explantes con MV cuando los mismos permanecieron en
el medio inductivo al menos por 20 dias. El resto de los cultivares no evidenciaron
diferencias significativas en relacion a ninguno de los factores estudiados. Solo en
dos cultivares (i.e. Surubim-41 y Ramada Paso) se manifestaron mayores
porcentajes de regeneracion de MV mediante el uso de medios de cultivo
determinados, destacandose el empleo de BAP como citocinina promotora de la
multiplicacién via MV.

Cuando se analizé en forma integral el porcentaje de explantes con MV
considerando los medios de cultivo, el tiempo de exposicion a las citocininas, los
cultivares y sus interacciones se hallaron diferencias significativas casi en todos
los casos con excepcion de la interaccién triple (P=0,1648). En correlacion a lo
observado en el analisis por cultivares, el tiempo de induccién minimo favorable
resultod ser de 20 dias (P<0,0001). Los medios adicionados con BAP (0,5y 1 mg/L)

fueron los que propiciaron las mejores respuestas de regeneracion de MV,
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seguido del medio con 10 mg/L de CIN (P=0,0084). El factor cultivar produjo
profundas diferencias en la diferenciacion de MV definiendo tres grupos de
acuerdo a su prolificidad (P<0,0001), uno de alta (Surubim-41, Rocha, IAC 12829
y Amarilla), media (Palomita y Catigua) y baja capacidad de regeneracion de MV
(MCol 1505, MPar 75, Santa Catarina y Ramada Paso). Las interacciones dobles
cultivar vs. medio de cultivo, cultivar vs. tiempo de exposicion y medio de cultivo
vs. tiempo de exposicion arrojaron diferencias significativas. Los cultivares de baja
capacidad de regeneracién de MV en general optimizan su respuesta cuando se
los incuba en medios con BAP (P<0,0001). Es de destacar que en algunos
cultivares es notable el mejoramiento de la respuesta de regeneracion de MV
cuando se los somete a un mayor tiempo de exposicion (P=0,0198). El cultivo en
medio con CIN por 10 dias fue la combinacion que generd la respuesta mas baja
de regeneracion de MV, sugiriendo que seria lo mas recomendado el empleo de
BAP y preferentemente por al menos 20 dias de exposicion (P<0,0001). Fue
evidente que 10 dias en el medio de cultivo no resulté suficiente para lograr
valores destacables en cuanto a regeneracion de explantes con MV, siendo
necesario incubar los explantes en medios con citocininas un tiempo mas
prolongado, aunque al no hallarse diferencias estadisticas entre 20, 30 y 40 dias

de exposicion, resultaria conveniente optar por 20 dias de induccibn como minimo.

Referido al numero de nudos promedio por explante, en general, se puede decir
que los mayores valores para VS se corresponden con los menores tiempos de
exposicion a las diferentes citocininas y concentraciones ensayadas. Tal es asi
que en el 60 % de los cultivares se obtuvo el mayor numero de nudos por VS
cuando los explantes fueron incubados por 10 dias. En cuanto al numero de nudos
promedio por VS entre medios de cultivo y tiempos de exposicion, el medio
adicionado con 0,5 mg/L de BAP por 10 dias, fue el que propicié el mayor valor
(5,93 nudos por VS; P<0,0001). Asi mismo, el cv. Surubim-41 fue el que evidencid
el mayor numero de nudos por VS (6,54) y MPar 75 el que manifesté el menor
numero de nudos por VS (4,42) (P<0,0001) (Tabla 3.7).
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Si consideramos el numero de nudos promedio por explante derivados de MV, en
el 90 % de cultivares los valores obtenidos fueron mas del doble respecto de los
derivados de VS. De todos modos, en el cv. Palomita el numero de nudos
promedio por explante derivados de MV fue casi el doble respecto de los
contabilizados en VS.

Si se consideran los cultivares y los medios de cultivo juntos con respecto al
tiempo de exposicion, se observa una tendencia general a aumentar el numero de
nudos por MV a mayor tiempo de induccion, aunque la misma no resultd
significativa (P=0,1300). El mayor numero de nudos promedio por explante
derivados de MV también se registréo en el cv. Surubim-41 y el menor valor se
hallé6 en el cv. Ramada Paso (P<0,0001) (Tabla 3.8) correspondiéndose con lo
observado al evaluar el porcentaje de explantes con MV. Es decir, estos cultivares
serian los mas contrastantes en relacion a la respuesta a la regeneracion de MV y

su capacidad de multiplicacion.

Tabla 3.7: Numero de nudos promedio por explante derivados de VS de 10
cultivares de mandioca (Manihot esculenta Crantz) cultivados en diferentes medios

durante distintos tiempos de exposicion.

Medio ultivar | Tiempo | Ramada Paso | MPar 75 Catigua IAC 12829 | Surubim-41 San?a Rocha Amarilla Palomita | MCol 1505 Pro'med|'o e
Catarina medioy tiempo
BAP 0,5 * 4,01*¥*ab*** | 6,2 abcdef 5,44 a 5,25ab 6,97 a 6,39 abcde| 5,54 ab 5,22 abc 7,13ab | 7,11 abcd 5,93
BAP 1 10 5,1abc 5,21 abcde 5,36a 4,36 ab 6,13a 5,9 abcd 6,96 abcd! 5,35 abc 6,81ab | 5,85abc 5,7
CIN 5 4,61 abc 6,35abcdef| 6,1abc 7,07 b 6,34a 4,53 ab |6,71 abcd 5,55 abc 7,11 ab 5,6 abc 6
CIN 10 3,98 ab 4,48 ab 6,36 abc 5,96 ab 6,34 a 5,23ab | 562ab 5,46 abc 6,84ab | 6,16abc 5,64
BAP 0,5 5,67 abcd 3,86 ab 4,71a 6,13 ab 7,2a 6,41 abcde| 4,5ab 4,56 ab 5,47 a 6,3 abc 5,48
BAP 1 % 4,51ab 3,55a 3,51a 3,81a 55a 435a | 4,98ab 3,17a 56a | 4,88ab 4,39
CIN 5 5,06 abc 4,5ab 4,88 a 6,17 ab 7,7a 5,72 abc | 5,98 abc 4,92 ab 5,86a 5,4 abc 5,62
CIN 10 3,73ab 3,9ab 4,29a 4,92 ab 7,29 a 4,67ab |6,13abc 3,88 ab 533a 5,6 abc 4,97
BAP 0,5 4,05 ab 4,68 abc 441a 5,03ab 7,0a 4,83ab [ 504ab | 473ab 559a | 549abc 5,09
BAP1 2 3,86ab 3,17a 3,682 5,15 ab 5,47a 40a [471ab| 3,82ab 4,42a | 583abc 4,41
CIN5 463abc | 482abed | 562ab 433ab 6,894 5,66abc | 4,86ab | 535abc | 6,63ab | 6,24abc 5,5
CIN 10 4,25ab 3,42a 5,63 ab 4,1ab 6,42 a 4,53ab | 521ab 3,33ab 6,89 ab 3,98a 4,78
BAP 0,5 5,79 abcd 3,96ab 3,27a 4,9ab 744a  |583abed [ 442ab | 4,25ab 595a | 7abcd 5,29
BAP 1 0 4,21ab 352a 3,79a 3,79a 5,754 394a | 3,76a 4,11ab 498a | 6,41abc 4,43
CIN 5 4,7 abc 4,72ab 5,7 ab 5,21ab 6,144 537ab | 3,58a | 508abc | 7,19ab | 6,45abc 5,41
CIN 10 3,282 4,43 ab 45a 5,22ab 6,0a 3,78a | 463ab | 506abc 6,14a | 543abc 4,85
Promedio por 4,47 4,42 4,83 5,09 6,54 5,07 5,16 4,62 6,12 5,36
cultivar
* La concentracion de los reguladores de crecimiento estan expresadas en mg/L.
** Se presentan medias aritméticas.
*** Letras distintas indican diferencias estadisticas en la columna para cada cultivar
segun el test de comparaciones multiples de Duncan (P<0,05).
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Tabla 3.8: Numero de nudos promedio por explante derivados de MV de 10

cultivares de mandioca (Manihot esculenta Crantz) cultivados en diferentes medios

durante distintos tiempos de exposicion.

Medio ultivar | Tiempo | Ramada Paso | MPar 75 Catigua IAC 12829 | Surubim-41 |Santa Catarina| Rocha Amarilla Palomita MCol 1505 Pro'med|'o (7
medio y tiempo
BAP 0,5 * 9,5** defgh***| 14,42 hi 15e 10,81 cd 11,67b 8,67 bcdefgh [12,11efghi| 10,8 efg 11,1cd 10,9 abcdefg 11,50
BAP 1 10 11,78 ghi 10,1fgh 15,15e 11,78 cde 15,48 bed 11,93 ghij [11,96 efghi| 11,23 efgh | 10,28 cd 17,67 gh 12,74
CIN5 8 bcdefg 13,25 ghi 14,6 de 14,17 e 8,0a 7,5abcdef | 8,11bcde | 12,08 efgh 11cd 10,4 abcdef 10,71
CIN 10 8 bedefg 11,5 ghi 155e 13,67 de 13,08 bc 12 ghij 10,98 efgh | 11,83 efgh 10,5cd 7 abcd 11,41
BAP 0,5 12,93 hi 12,7 ghi 12,73 de 11,77 cde 14,75 bed 12,56 hij 14,5ghi | 12,15efgh | 10,39cd 12,3 efg 12,68
BAP 1 2 10,83 efghi | 8,5 bcdefg 10 bed 9,95¢ 15,83 cd 12,94j 10,5 defg 7 bed 10,45cd | 14,01 cdefgh 11
CIN 5 8,83 defgh 10,6 fghi 12,87 de 14,02 e 13,17 bc 10 defghi 13,19fghi | 12,44fgh 11,67 cd 15,17 efgh 12,2
CIN 10 7,5abcdef 10fgh 11,82 de 13,6 de 15,91 cd 12,5 hij 11,96 efghi 16,65i 13,26d 17,08 fgh 13,03
BAP 0,5 10,94 efghi  [8,71 bcdefg| 10,21 cd 12,58 cde 17,53d 9,92defghi | 12,56fghi [ 11,1efgh 9,53 bc 10 abcdef 11,31
BAP 1 30 10,11 efghi | 9,88 efgh 12,08de 11,09 cde 17,61d 11,56 fghij 9,67 cdef | 8,64cde 9,47 bc 18,48 h 11,86
CIN 5 12,33 hi 12,19 ghi 13,33de 11,55 cde 13,7 bed 13ij 12,11 efghi| 13,73 ghi 12,75d 13,46 defgh 13,02
CIN 10 10 efghi 11,71 ghi 15,71e 11,03cde | 14,13 bcd 8abcdefg 14,98 hi 12,65 fgh 11,64 cd 9,99 abcde 11,98
BAP 0,5 10,78 efghi | 9,33 cdefg | 13,13de 13,38 de 15,33 bed 13,53j 14,29ghi | 12,85fgh 12,71d 17,79gh 13,31
BAP 1 0 11,67 fghi 9,5 defg 6,33 abc 13,69 de 16,17 cd 12,75 hij 11,73 efghi| 9,77 def 12,64 d 14,3 efgh 12,58
CIN 5 13,75i 12,13 ghi 14,25de 12,92 cde 14,64 bed 10,33 efghi | 13,36 fghi 14,1 ghi 11,25 cd 17,37 ghi 13,41
CIN 10 7,25 abcde 15,31i 11,33de 12,89 cde 14,35 bed 9,67 cdefghi 15,661 14,52 hi 10,59cd | 11,44 bedefg 12,3
Pro:;ft?\'l‘; rp°r 10,26 11,24 12,75 12,43 14,46 11,18 12,35 11,97 11,20 13,58

*

** Se presentan medias aritméticas
*** Letras distintas indican diferencias estadisticas en la columna para cada cultivar
segun el test de comparaciones multiples de Duncan (P<0,05).

La concentracion de los reguladores de crecimiento estan expresadas en mg/L.

Tabla 3.9: Longitud promedio de vastagos derivados de MV de 10 cultivares de

mandioca (Manihot esculenta Crantz) cultivados en diferentes medios durante

distintos tiempos de exposicion.

Medio aiivar |Tiempo| "M% | vioor7s | catigus | 1AC12829 | surubim-ar | o2 Rocha | Amarilla | Palomita | Mcol 1505 | Fromediopor
Paso Catarina medio y tiempo
BAPO,5* 41%" 151 154 126 43,7d 3,9 13,9 7,2 10,7 10,8 11,2
BAP 1 0 38 118 11,0 6,9 22,3bc 10,9 103 6,2 7,4 18,7 9,7
CINS 05 12,8 16,7 16,3 31a 05 7,7 14,6 8,38 6,5 9,4
CIN 10 14 12,1 15,4 14,8 17,8abc 3,0 136 93 4,9 1,9 85
BAPO,5 5,0 8,9 8,0 10,6 29,2 bcd 7,4 113 45 10,9 145 9,0
BAP 1 % 54 48 6,1 9,2 20,8bc 58 9,1 4,6 11,7 11,8 7,6
CINS 2,9 1538 13,8 14,9 32,9cd 14 12,0 9,0 106 6,5 o7
CIN 10 13 12,0 9,4 14,9 26,7 bc 3,7 11,8 6,4 9,9 55 8,3
BAP 0,5 4,6 6,2 8,6 1,1 14,6ab 31 10,0 54 10,5 44 71
BAP 1 » 338 8,0 5,2 73 18,3abc 3,8 68 34 8,2 12,0 6,5
CINS 4,8 12,2 13,6 12,4 233bc 2,1 9,9 7,4 14,2 24,0 11,2
CIN 10 12 6,7 9,7 84 25,0bc 0,9 7,8 58 1.5 6,0 6,5
BAPO,5 6,2 53 67 7,0 18,1abc 8,1 11,0 4,7 8,7 115 7,7
BAP 1 w0 46 16 36 86 12,6ab 4,9 69 4,0 92 55 54
CINS 7,4 8,9 8,4 9,9 13,2ab 71 116 5,0 108 143 93
CIN 10 05 7,7 638 6,9 19,4 abc 4,0 7,9 34 7,0 9,5 6,0
Rlchediclboy 3,6 94 9,9 10,7 21,3 44 10,1 6,3 97 10,2
cultivar

*

** Se presentan medias aritméticas
*** Letras distintas indican diferencias estadisticas en la columna para cada cultivar
segun el test de comparaciones multiples de Duncan (P<0,05).

La concentracién de los reguladores de crecimiento estan expresadas en mg/L.
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Los valores de longitud promedio de vastagos derivados de MV de 10 cultivares
de mandioca sometidos a diferentes medios con citocininas durante distintos
tiempos se pueden observar en la Tabla 3.9. Cuando se realizaron los analisis
estadisticos por cultivar, en el unico que se evidencio diferencias significativas en
la interaccion medio de cultivo vs. tiempo de exposicion fue en el cv. Surubim-41.
Cuando se compararon todos los cultivares, los medios de cultivo y el tiempo de
exposicion a las citocininas juntos respecto de la longitud promedio de vastagos
derivados de MV se hallaron diferencias estadisticas en los factores simples y sus
interacciones.

El factor cultivar arrojo diferencias altamente significativas (P<0,0001), siendo el
cv. Surubim-41 el que presento los vastagos mas altos y los cvs. Ramada Paso,
Santa Catarina y Amarilla los vastagos mas pequefos. El factor medio de cultivo
exhibio diferencias significativas en favor de los medios adicionados con las
menores concentraciones de las citocininas evaluadas (MS mas 0,5 mg/L de BAP
y MS mas 5 mg/ de CIN) (P=0,0031), los cuales promovieron la formacion de
vastagos mas altos que el resto de los medios de induccién de MV. El tiempo de
exposicion a los medios adicionados con citocininas generd diferencias
significativas (P=0,0004), propiciando la producciéon de MV mas altos cuando los
explantes fueron inducidos a multiplicar por un término mas corto (10 y 20 dias).
En general, explantes sometidos a tiempos de exposicion mas largos (30 y 40
dias) si bien formaron MV evidenciaron longitudes pequefias en diferentes
cultivares. En la Figura 3.56 se puede observar, a modo de ejemplo, el aspecto de
los MV derivados de explantes cultivados en medios con citocininas durante 10,
20, 30 y 40 dias de los cvs. Surubim-41 (Fig. 3.56 a-d) y MPar 75 (Fig. 3.56 e-h).
Con respecto al efecto de la interaccién entre medio de cultivo vs. cultivar, se
puede decir que si bien Surubim-41 presentd las mayores longitudes de vastagos
derivados de MV regenerados en cualquiera de los medios ensayados, al menos 7
cultivares (Surubim-41; IAC 12829; Catigua; MCol 1505; MPar 75; Rocha y
Palomita) formaron vastagos mas altos en los medios adicionados con las

concentraciones mas bajas de ambas citocininas evaluadas (P<0,0079).
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La interaccidon cultivar vs. tiempo de exposicion también manifestd diferencias
significativas en la longitud de vastagos derivados de MV (P<0,0078). En este
sentido, se evidenciaron una serie de comportamientos con respecto al tiempo
dependientes del genotipo. El cv. Surubim si bien presenté variaciones debidas al
tiempo de exposicidn en todos los casos presentd las longitudes mas altas; en el
otro extremo los cvs. Ramada Paso y Santa Catarina que independientemente del
tiempo que hayan sido inducidos, exhibieron las longitudes mas pequenas. El
resto de los cultivares demostraron una tendencia a aumentar la longitud de los
vastagos derivados de MV conforme era menor el tiempo de exposicion a las
citocininas.

En relacion al medio de cultivo y el tiempo de exposicion se denota que existe una
interaccidon significativa (P=0,0034). Los medios adicionados con las menores
concentraciones de citocininas probadas y los menores tiempos de exposicion
promueven la elongacion de los vastagos derivados de MV; las mayores
concentraciones de citocininas y tiempos de induccion la limitan.

Lo mismo que surgio del analisis de las interacciones dobles, la que involucré los
tres factores simples estudiados, demostré que hubo cultivares que forman los
vastagos de mayor longitud (cvs. Surubim y MCol 1505) y otros de menor longitud
(cvs. Ramada Paso y Santa Catarina) independientemente del medio y tiempo de
exposicidon empleados, y el resto presentaron variaciones con una tendencia al
aumento de la longitud cuando el medio se encontraba suplementado con las
concentraciones de citocininas mas bajas y tiempos de induccion mas cortos

(P=0,0225), con predominio de medios adicionados con CIN.
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Figura 3.56: Aspecto de MV obtenidos por cultivo in vitro de segmentos
uninodales de mandioca (Manihot esculenta Crantz) cv. Surubim-41 (a-d) y cv.
MPar 75 (e-h), en MS + 1 mg/L BAP por diferentes tiempos.

10 20 30 40 dias

Referencias: a-d: MV del cv. Surubim-41; e-h: MV del cv. MPar 75. Sélo los MV

de 40 dias permanecieron todo ese tiempo en el mismo medio de inducciéon. Los

explantes de los restantes tratamientos una vez transcurridos los dias de
exposicion indicados fueron transferidos a MS desprovisto de reguladores de

crecimiento hasta completar los 40 dias de cultivo. Barras = 1 cm.

El estudio de los factores intrinsecos y extrinsecos y su interaccion que afectan a
un proceso fisioldgico puede generar conocimientos que permitan la comprension
del mismo y su regulacién. Si bien los segmentos uninodales de mandioca fueron
capaces de responder positivamente a la regeneracion de MV habiendo sido
sometidos a diversos factores, tales como el cultivar, el medio de cultivo
adicionado con citocininas y el tiempo de exposicion a las mismas, se encontraron
determinadas diferencias que podrian ser consideradas si se quisiera optimizar la

metodologia de propagacién basada con esta via organogénica.
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En cuanto al efecto del cultivar se evidenciaron diferencias significativas en la
eficiencia de la regeneracion via MV, lo que concuerda con lo expresado por
multiples autores (Roca, 1984; Pedroso de Olivera et al., 2000; Cavallero, 2010;
Faye et al., 2015; Sukmadjaja y Widhiastuti, 2011). Referido a la prolificidad de los
cultivares en la regeneracion via MV se manifestaron algunas correspondencias
con el agrupamiento propuesto por Medina et al., (2017) donde se avizora una
mayor capacidad de multiplicacion para cultivares de mandioca de procedencia

tropical.

La metodologia de multiplicacion in vitro de mandioca de rutina contempla el
cultivo de segmentos uninodales en medio de micropropagacion (Cavallero et al.,
2012; Medina et al., 2017) que contiene ANA, BAP y AGs y en el cual permanecen
entre 3 y 4 meses hasta un nuevo cultivo. En este experimento no solo se
demuestra la efectividad de los medios selectos en inducir la regeneracién de MV
y el aumento de la produccion de nudos por explante como resultado del primer
experimento (principalmente de aquellos adicionados con 0,5y 1 mg/L de BAP y
del medio con 10 mg/L de CIN), sino que se confirma que el sélo uso de una
citocinina es capaz de estimular la multiplicacion via organogénica incluso con
exposiciones de menor duracion, completando la expresidon del proceso
morfogénico en medios de cultivo desprovistos de reguladores de crecimiento, tal
como mencionara Guo et al. (2011). Evidentemente también resulta fundamental
determinar el efecto del tiempo de exposicion sobre la regeneracion ligado a un
determinado regulador de crecimiento o sus combinaciones, ya que la respuesta

dependera fuertemente de su naturaleza y su concentracion.

En este sentido, en este experimento se observo que el tiempo de exposicion a las
citocininas influye en la eficiencia de la induccion de la diferenciacion de MV. En
general, se evidencié que 10 dias de exposicion en medios adicionados con BAP
o CIN, no fueron suficientes para lograr una induccién eficiente de la regeneracion
de MV. Estos resultados no coinciden con los reportados por Bhagwat et al.
(1996), quienes promovieron la regeneracion de MV a través del cultivo de

segmentos uninodales por 6 a 8 dias en medios liquidos con 0,025-0,05 mg/L de
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TDZ y su transferencia a un medio con 0,5 mg/L de BAP y 0,6 mg/L de AGs. El
TDZ, en general, posee una potente actividad morfogénica y es considerada
mucho mas fuerte en relacién a la actividad de las purinas sustituidas por lo que
es normal que se empleen menores concentraciones y menores tiempos de
exposicion para obtener buenos resultados (Faisal et al., 2005; Husain et al., 2007,
Ahmad y Anis, 2007; Ahmad y Anis, 2012). Segun Fernandez de Andrade et al.
(2006), trabajando con segmentos nodales de Eucalyptus grandis, observaron que
el tiempo de exposicidon de los explantes a distintas concentraciones de BAP,
tuvieron una influencia directa en su multiplicacion in vitro. Cabe destacar que en
este caso se han evaluado medios con elevadisimas concentraciones de BAP
(200, 400 y 600 mg/L) y so6lo horas de exposicion (1, 2 y 3 horas) y de igual modo

se han encontrado diferencias significativas en la regeneracion de vastagos.

En el presente experimento, como resultado del analisis conjunto del factor medio
de cultivo vs. tiempo de exposicion se pudo establecer que es conveniente el
empleo de medios con BAP y que los explantes sean incubados en los mismos al

menos por 20 dias para obtener mayores porcentajes de regeneracion de MV.

Faye et al. (2015) evidenciaron que la adicion de citocininas al medio de induccion
de MV afectaba la longitud de los vastagos regenerados. Se observé una
disminucién mayor de la longitud de los vastagos con el aumento de la
concentracion de BAP y un aumento de la misma con el aumento de la
concentracion de CIN. De igual modo en la mayoria de los genotipos evaluados, la
adicion de citocininas disminuyo la longitud de los vastagos con respecto al control
libre de reguladores de crecimiento. Estos autores también determinaron que hay
genotipos de mandioca mas afectados por las citocininas que otros con respecto a
la restriccion en el crecimiento en longitud. En resumen, Faye et al. (2015)
concluyen que el BAP favorece la formacion de mas vastagos (por lo tanto mayor
cantidad de nudos) aunque restringe mayormente el crecimiento en longitud
mientras que la CIN no es tan eficaz en producir mas vastagos pero si mejora su

elongacion.
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La longitud de vastagos derivados de MV es una caracteristica también a
considerar para la propagacion de la especie, dado que cuanto mas separados
estén los nudos formados se tendra una mayor eficiencia de multiplicacion. Sin
embargo, hay algunos cultivares que presentaron MV con vastagos de longitudes
pequefias y por lo tanto nudos muy proximos, dificiles de separar si se quisiera
escalar su propagacion, por lo que amerita seguir estudiando el modo de optimizar
la elongacion de vastagos sin perjuicio de la regeneracion de MV y de un mayor

numero de vastagos por explante.

Habiendo determinado la duracion minima del tratamiento de induccién con
medios adicionados con 0,5y 1 mg/ L de BAP 6 10 mg/L de CIN para alcanzar
porcentajes de regeneracion de MV adecuados, se decidid probar el efecto de
diferentes tratamientos luminicos sobre la regeneracion in vitro de multiples
vastagos y la elongacion de los vastagos derivados de MV de diferentes cultivares

de mandioca.
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3.3. Efecto del medio de cultivo y la exposiciéon a distintos tratamientos
luminicos sobre la regeneracion in vitro de MV y la elongacién de los

vastagos derivados de MV de diferentes cultivares de mandioca.

Al analizar el cv. ‘Ramada Paso’ no se evidenciaron diferencias estadisticas
significativas en cuanto a la induccion de MV a partir de los explantes cultivados
en los 3 medios seleccionados y sometidos a distintos tratamientos luminicos
(P=0,7548) (Figura 3.57). En general, se registraron mayores valores de
regeneracion de MV cuando se usé MS adicionado con 1 mg/L de BAP,
independientemente de las condiciones luminicas evaluadas, con un valor
promedio de 37,5% de explantes con MV cuando se realizé la incubacion en

oscuridad y luz roja.

En el cv. ‘MPar 75’ no se observaron diferencias significativas en cuanto a la
induccion de MV a partir de explantes expuestos a las diferentes condiciones de
cultivo ensayadas (P=0,5077) (Figura 3.58). Si bien sobresale el porcentaje de
explantes con MV obtenido a partir de segmentos uninodales cultivados en MS
adicionado con 0,5 mg/L de BAP e incubados en luz azul, el mismo no demuestra

una superioridad significativa.
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Figura 3.57: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Ramada Paso’ en medios suplementados con distintos tipos y
concentraciones de citocininas y sometidos a diferentes condiciones luminicas de

incubacion.
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Figura 3.58: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘MPar 75 en medios suplementados con distintos tipos y
concentraciones de citocininas y sometidos a diferentes condiciones luminicas de

incubacion.
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Cuando se evalu6 el cv. ‘Catigua’ (Figura 3.59), no se evidenciaron diferencias
estadisticas respecto a la interaccion entre los medios de cultivo y el tratamiento
luminico (P=0,7296). En este caso, el mayor porcentaje de explantes con MV se
registro en el medio adicionado con 10 mg/L de CIN, incubado en luz azul, y el
menor porcentaje de explantes con MV se observo en el medio adicionado con 10
mg/L de CIN en oscuridad, aunque sin establecerse diferencias estadisticas con

respecto a los demas medios ni condiciones de incubacion.

Figura 3.59: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Catigud’ en medios suplementados con distintos tipos y
concentraciones de citocininas y sometidos a diferentes condiciones luminicas de

incubacion.
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Examinando los resultados obtenidos para el cv. ‘IAC 12829’ (Figura 3.60) se
observo que la regeneracion de MV no presentd diferencias significativas debidas
a los medios de cultivo y condiciones luminicas evaluadas (P=0,7723). En todos
los tratamientos se logré un porcentaje considerable de explantes con MV, con

valores que variaron entre 31,3 y 65,6%.
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Figura 3.60: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘IAC 12829 en medios suplementados con distintos tipos vy
concentraciones de citocininas y sometidos a diferentes condiciones luminicas de

incubacion.
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En cuanto al cv. ‘Surubim-41’ (Figura 3.61), el porcentaje de explantes con MV
presento diferencias significativas entre medios de cultivo y tratamientos luminicos
(P=0,0042). Los mayores valores de porcentaje de MV fueron los evidenciados en
MS con 0,5 mg/L de BAP y oscuridad y en MS con 10 mg/L de CIN y luz roja (con
porcentajes de induccion de 80 y 75%, respectivamente), los que se diferenciaron
estadisticamente de los tratamientos que combinaron el medio adicionado con 10
mg/L de CIN e incubacion en luz blanca y el medio adicionado con 1 mg/L de BAP

y luz roja.

En el cv. ‘Santa Catarina’ (Figura 3.62), al igual que en el cv. ‘Surubim-41’,
también se obtuvieron diferencias significativas entre medios de cultivo vy
condiciones luminicas (P=0,0007), pero en este caso fue el tratamiento con 0,5
mg/L de BAP e incubacion en luz blanca el que se destacé por su capacidad para
inducir la regeneracion de MV (con 62,5% de explantes con MV), seguido por los
tratamientos con 1 mg/L de BAP en luz azul u oscuridad (con 46,9% y 40% de

explantes con MV, respectivamente).
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Figura 3.61: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Surubim 41’ en medios suplementados con distintos tipos y
concentraciones de citocininas y sometidos a diferentes condiciones luminicas de
incubacion.
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Figura 3.62: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Santa Catarina’ en medios suplementados con distintos tipos y

concentraciones de citocininas y sometidos a diferentes condiciones luminicas de

incubacion.
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Citocinina (mg/L) y condiciéon luminica

Referencia: Letras distintas indican diferencias estadisticas segun el test de
comparaciones multiples de Duncan (P<0,05).
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Cuando se evalud la regeneracion de MV en el cv. ‘Rocha’ (Figura 3.63), si bien
en la mayoria de los tratamientos luminicos pareciera que se destacan los valores
alcanzados en algunos medios inductivos, no se detectaron diferencias
estadisticas (P=0,3920). En general, los mayores porcentajes de explantes con
MV se obtuvieron en los tratamientos con BAP e incubacién en luz blanca, azul o

roja, que oscilaron entre 45,8 y 62,5%.

Figura 3.63: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Rocha’ en medios suplementados con distintos tipos vy

concentraciones de citocininas y sometidos a diferentes condiciones luminicas de

incubacion.
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De acuerdo a lo registrado con el cv. ‘Amarilla’ (Figura 3.64) para los distintos
medios de cultivo y condiciones luminicas evaluadas, no se produjeron diferencias
significativas en cuanto a la inducciéon de MV (P=0,1352), presentando porcentajes

de regeneracién que oscilaron entre 12,5y 41,7%.
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En cuanto al cv. ‘Palomita’ (Figura 3.65), el porcentaje de explantes con MV
presenté diferencias significativas entre los medios de cultivo y condiciones
luminicas ensayadas (P=0,0002). Los tratamientos que combinaron el medio
adicionado con 1 mg/L de BAP o 10 mg/L de CIN e incubacion en luz blanca, asi
como 10 mg/L de CIN y oscuridad fueron los que produjeron una induccion de la
regeneracion de MV significativamente menor. El resto de los tratamientos no se
diferenciaron significativamente entre ellos, presentando ~40 y 60% de explantes
con MV.

Figura 3.64: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Amarilla’ en medios suplementados con distintos tipos y concentraciones

de citocininas y sometidos a diferentes condiciones luminicas de incubacion.
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Figura 3.65: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘Palomita’ en medios suplementados con distintos tipos vy

concentraciones de citocininas y sometidos a diferentes condiciones luminicas de

incubacion.
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Referencia: Letras distintas indican diferencias estadisticas segun el test de

comparaciones multiples de Duncan (P<0,05).

En cuanto al cv. MCol 1505, al considerar su capacidad en la regeneracién de MV
en los distintos medios de cultivo y tratamientos luminicos ensayados, no se
registraron diferencias estadisticas significativas (P=0,4456) (Fig. 3.66), si bien se
destacaron los valores obtenidos a partir de explantes cultivados en alguno de los
medios suplementados con BAP e incubados tanto en luz blanca, luz azul como

en oscuridad.
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Figura 3.66: Regeneracion de MV a partir del cultivo de segmentos uninodales de
mandioca cv. ‘MCol 1505 en medios suplementados con distintos tipos y

concentraciones de citocininas y sometidos a diferentes condiciones luminicas de

incubacion.
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En resumen, teniendo en cuenta los analisis estadisticos del porcentaje de
explantes con MV de los cultivares por separado, s6lo en 3 de ellos se
evidenciaron diferencias significativas en funcién de los tratamientos. En la
induccion de la regeneracion de MV se destacé el medio adicionado con alguna o
ambas concentraciones de BAP dependiendo del cultivar. Por el contrario, debido
a la gran variabilidad genotipica observada en la respuesta respecto de las
condiciones luminicas de incubacién, no se pudo establecer como favorable un

tratamiento luminico en particular.

Cuando se realizé el andlisis de variancia del porcentaje de explantes con MV
considerando los 10 cultivares en forma conjunta, se evidencié que los 3 factores
evaluados generaron diferencias significativas, asi como la interaccion entre

cultivar vs. tratamiento luminico.

Considerando en adelante el analisis de la varianza de los 10 cultivares juntos, el

factor simple cultivar evidencié diferencias entre los materiales (P<0,0001),
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discriminandose 3 grupos de cultivares respecto de su capacidad para producir
MV: baja (cvs. ‘Ramada Paso’ y ‘Santa Catarina’), intermedia (cvs. ‘Rocha’,
‘Amarilla’, ‘Catigua’, ‘MPar 75’, ‘MCol 1505’ y ‘Palomita’) y alta produccion (cvs.
1AC 12929’ y ‘Surubim-41’), tal como previamente se sugiere en los experimentos
anteriores a esta tesis y en otros trabajos de propagacion in vitro de mandioca
(Medina et al., 2017).

Respecto al factor simple medio de cultivo, se obtuvieron mayores porcentajes de
explantes con MV cuando se empledé MS suplementado con BAP y, en particular,

cuando se us6 una concentracion de 0,5 mg/L (P<0,0001).

Por su parte, los tratamientos luminicos ejercieron un efecto significativo sobre la
capacidad de los explantes para formar MV (P=0,0117). Cuando los segmentos
uninodales fueron incubados en oscuridad disminuyd significativamente el
porcentaje de explantes con MV. Sin embargo, el resto de los tratamientos
luminicos estudiados no ejercieron variaciones significativas sobre esta variable.
Si bien la interaccién entre el cultivar y el tratamiento luminico manifesté un efecto
significativo sobre la formacion de MV, la misma sigue demostrando un fuerte
efecto del genotipo como también se observé analizando los cultivares por
separado. Producto de esa interaccion doble se evidenciaron los mismos grupos
de cultivares contrastantes mencionados anteriormente en combinacion con

diferentes tratamientos luminicos (P=0,0153).

Referido al numero de nudos promedio por explante regenerados en diferentes
medios de cultivo y sometidos a distintos tratamientos luminicos por cultivar, se
evidenciaron diferencias significativas en los cvs. ‘MPar 75’ y ‘Santa Catarina’ en
el caso de VS y solo en el cv. ‘Catigud’ en el caso de MV (Tabla 3.10 y Tabla 3.11
respectivamente). En el numero de nudos promedio por explante derivados de VS
de los cvs. ‘MPar 75’ y ‘Santa Catarina’, si bien la mayoria de las combinaciones
de medio de cultivo y tratamiento luminico resultaron igualmente efectivos, hubo
algunas que se destacaron y fueron aquellas que involucraron la adicién de BAP
(Tabla 13.10). En el numero de nudos por explante derivados de MV del cv.

‘Catigud’, si bien sobresalieron algunas combinaciones de medios y condiciones
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luminicas, s6lo dos de ellas presentaron una produccion de nudos
significativamente mas baja involucrando incubacién en luz roja u oscuridad (Tabla
3.11; Figura 3.67 c y d, respectivamente).

En términos generales, se puede decir que la mayor produccién de nudos en VS
se obtuvo en el medio adicionado con 0,5 mg/L de BAP, independientemente del
tratamiento luminico (Tabla 3.10). En cuanto al numero de nudos promedio por MV
resultante de la combinacion entre el medio de cultivo y el tratamiento luminico, los
medios adicionados con 0,5 mg/L de BAP o 10 mg/L de CIN e incubacién en luz
blanca fueron los que propiciaron los mayores valores (12,06 y 12,15 nudos,
respectivamente) (Tabla 3.10). En lo que se refiere al efecto simple del tratamiento
luminico sobre la produccion nudos por explante, se manifestaron los mayores
valores cuando la incubacién se realizé en luz blanca, tanto en VS como en MV
(Tablas 3.10 y 3.11; Figura 3.67 a).

Si consideramos el numero de nudos promedio por explante derivados de MV, en
todos los cultivares los valores obtenidos fueron mas del doble respecto de los
derivados de VS. El mayor numero de nudos promedio por explante derivados de
MV se registro en los cv. ‘Surubim-41’ (12,78 nudos por MV) y el menor valor se
hallé en el cv. ‘Ramada Paso’ (8,15 nudos por MV) (Tabla 3.11), coincidiendo con
lo observado en el experimento anterior en donde se estudiod el efecto del medio

de cultivo y el tiempo de exposicion a la citocinina (Tabla 3.8).
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Tabla 3.10: Numero de nudos promedio por explante derivados de VS de 10
cultivares de mandioca (Manihot esculenta Crantz) regenerados en diferentes

medios de cultivo y sometidos a distintos tratamientos luminicos.

’ Promedio
Medio “\Qultivar Tratarln|-ento Ramada MPar 75 Catigua 1AC 12829 | Surubim-41 sa nt‘a Rocha Amarilla Palomita | MCol 1505 | por medioy
luminico Paso Catarina
trat. lum.
BAP0O,5* 4,63 ** 4,95 b *** 3,92 5,75 4,18 3,63 abc 4,18 3,70 5,28 6,53 4,79
BAP 1 Luz Blanca 4,13 3,60 ab 3,03 5,75 4,72 3,43 abc 4,73 2,70 3,60 4,83 4,18
CIN 10 3,53 4,65 b 4,54 4,60 4,71 3,80 bc 4,73 4,25 5,50 5,28 4,64
BAP 0,5 2,95 2,88 a 3,58 3,68 3,25 4,25 be 3,30 3,20 4,33 4,25 3,57
BAP 1 Luz Azul 3,00 3,48 ab 3,13 2,90 3,24 4,13 be 3,28 2,67 3,25 3,73 3,15
CIN 10 3,75 3,60 ab 3,94 2,85 3,50 2,00a 3,53 2,78 2,93 2,90 3,27
BAP 0,5 2,98 3,60 ab 3,43 513 2,70 435¢c 2,70 3,00 4,13 4,10 3,52
BAP 1 Luz Roja 3,00 3,15a 2,86 4,00 3,65 3,67 ab 3,65 2,83 4,00 2,93 3,36
CIN 10 2,38 3,83 ab 3,75 3,33 3,67 2,50 abc 3,68 2,68 3,67 2,78 3,24
BAP 0,5 2,57 2,95a 2,43 3,20 2,86 2,78 abc 2,85 2,77 3,35 2,63 2,83
BAP 1 Oscuridad 2,35 4,93 b 2,00 4,08 2,71 3,23 abc 2,70 2,50 2,90 2,58 2,73
CIN 10 2,50 3,082 2,25 3,00 2,67 4,25 b 2,65 2,65 2,58 2,88 2,65
Promedio por 3,01 3,73 3,24 4,02 3,49 3,45 3,50 2,98 3,79 3,78
cultivar
*

La concentracion de los reguladores de crecimiento estan expresadas en mg/L.
** Se presentan medias aritméticas.

*** Letras distintas indican diferencias estadisticas en la columna para cada cultivar
segun el test de comparaciones multiples de Duncan (P<0,05).

Tabla 3.11: Numero de nudos promedio por explante derivados de MV de 10
cultivares de mandioca (Manihot esculenta Crantz) regenerados en diferentes

medios de cultivo y sometidos a distintos tratamientos luminicos.

; Promedio
Medio \Qultivar Tratar,m'ento Ramada MPar 75 Catigua | IAC 12829 | Surubim-41 s nFa Rocha Amarilla Palomita | MCol 1505 | por medioy
luminico Paso Catarina
trat. lum.
BAPO,5* 9,65 ** 14,50 12,00 b*** 12,68 16,18 12,00 9,65 10,18 8,10 13,18 12,06
BAP 1 Luz Blanca 8,73 9,90 9,33 ab 10,48 16,30 9,67 8,73 8,58 11,67 13,33 10,82
CIN 10 12,10 12,63 9,85 b 17,05 10,43 11,50 12,10 11,60 10,70 11,25 12,15
BAP 0,5 8,70 8,50 8,68 b 11,78 14,95 11,35 8,70 11,00 8,20 8,60 10,20
BAP 1 Luz Azul 7,75 6,25 9,60 b 10,00 14,25 10,70 7,75 8,40 7,75 10,00 9,21
CIN 10 10,50 8,45 10,90 ab 13,73 12,30 7,00 10,50 7,00 9,15 7,90 9,61
BAP 0,5 7,30 7,53 10,34 ab 10,33 15,25 8,13 7,30 7,85 7,35 10,38 9,04
BAP 1 Luz Roja 5,00 8,00 6,50 a 11,00 14,38 12,17 5,00 6,93 8,58 14,67 9,52
CIN 10 7,90 12,23 19,20 ab 14,33 12,93 7,00 7,90 7,50 9,55 10,23 9,95
BAP 0,5 7,00 7,10 10,17 ab 6,65 9,45 7,75 7,00 8,20 5,00 8,87 7,45
BAP 1 Oscuridad 6,33 13,50 14,00 b 9,50 9,65 8,70 6,33 11,00 7,93 6,40 8,82
CIN 10 8,30 10,70 7,00 a 8,25 7,30 7,00 8,30 7,00 5,00 7,50 7,71
Promedio por 8,15 9,94 10,63 11,31 12,78 9,41 8,27 8,77 8,25 10,19
cultivar
*

La concentracién de los reguladores de crecimiento estan expresadas en mg/L.
** Se presentan medias aritméticas

*** Letras distintas indican diferencias estadisticas en la columna para cada cultivar
segun el test de comparaciones multiples de Duncan (P<0,05).
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Cuando se realizé el analisis de variancia del numero de nudos promedio por
explante considerando los 10 cultivares juntos, se observd que los 3 factores
simples evaluados generaron diferencias significativas, asi como la interaccion
entre cultivar vs. tratamiento luminico. Es importante mencionar que los valores
promedio de las variable que se mencionan a continuacion, muestran pequefas
variaciones respecto de los presentados en las Tablas 3.10 y 3.11, lo cual se debe
a la naturaleza del calculo que contempla todos los factores en forma integral,

manifestando tendencias similares.

El numero de nudos por explante, derivados tanto de VS como de MV, fue
afectado por el cultivar (P<0,0001). En el caso del numero de nudos derivados de
VS se destacaron los cvs. ‘MPar 75’, ‘MCol 1505’ y ‘Palomita’ (3,72-3,79 nudos por
VS), en contraste, los cvs. ‘Amarilla’, ‘Catigud’ y ‘Ramada Paso’ presentaron los
menores valores (2,98-3,24 nudos por VS), demostrando una tasa de
multiplicacion promedio similar a lo informado por Medina et al. (2017). Referido a
los nudos derivados de MV por explante, en los cvs. ‘Surubim-41’ e ‘IAC 12829’
(13,38 y 11,84 nudos por MV) se registraron en mayor numero y en menor
cantidad en el cv. ‘Ramada Paso’ (8,8 nudos por MV), obteniéndose en promedio
9,4 nudos por MV en el resto de cultivares. Cabe destacar que los medios y el
tiempo de exposicion empleados en este experimento resultaron seleccionados
como los que propiciaban una mayor multiplicacién via MV, y eso probablemente
hizo que la diferencia entre nudos formados en VS y MV se maximizara
lograndose una duplicacién del numero de nudos por explante en todos los

cultivares, incluso llegando a ser mas del triple en los cvs. ‘Catigu@’ y ‘Surubim-41’.

Con respecto al efecto del medio de cultivo, la adicién de BAP demostré la mayor
habilidad para promover una mayor produccion de nudos derivados de MV por
explante, independientemente de la concentracion utilizada (P=0,0006). No se
evidenciaron diferencias en la produccion de nudos derivados de VS por explante
debidas al medio de cultivo (P=0,1047). La interaccion cultivar vs. medio de cultivo
resultd estadisticamente significativa tanto para el numero de nudos derivados de
VS (P=0,0292) como de MV (P=0,0206). Si bien se destacaron algunas
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combinaciones de cultivar y medio de cultivo, en la mayoria de los cultivares
resulté indistinto el empleo de medios adicionados con BAP 6 CIN en la promocion
de la formacion de nudos por explante derivados de VS o MV, observandose de

nuevo la supremacia de algunos cultivares (i.e. ‘Surubim-41’ e ‘IAC 12829’).

Los tratamientos luminicos que resultaron estadisticamente contrastantes respecto
a la formacion de nudos derivados de VS y MV, fueron la exposicién a luz blanca y
a la oscuridad (P<0,0001). La luz blanca promovié el mayor numero de nudos
derivados de VS (4,4 nudos) y de MV por explante (11,6 nudos); sin embargo, la
oscuridad resultd depresiva, disminuyendo la formacién de nudos tanto en
explantes que diferenciaron VS (2,7 nudos) como MV (8,5 nudos). Por su parte, la
incubacion de los explantes en luz blanca y en luz azul resulté en un numero de
nudos promedio derivados de MV estadisticamente similares, no hallandose
diferencias significativas entre estos tratamientos (Figura 3.67 a y b,
respectivamente). Respecto de los nudos derivados de VS por explante, la
interaccion medio de cultivo vs. tratamiento luminico muestra que la luz blanca
prim6é en su efecto promotor de la multiplicacion, independientemente de la

citocinina adicionada al medio nutritivo (P=0,0296).

Los valores de longitud promedio de vastagos derivados de MV de 10 cultivares
de mandioca sometidos a diferentes medios de cultivo y condiciones luminicas
durante la incubacién se pueden observar en la Tabla 3.12.

Cuando se realizaron los analisis estadisticos por cultivar, en ninguno de los casos
se hallaron diferencias significativas en la longitud promedio de vastagos
derivados de MV.
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Tabla 3.12: Longitud promedio de vastagos derivados de MV de 10 cultivares de
mandioca (Manihot esculenta Crantz) regenerados en diferentes medios de cultivo
y sometidos a distintos tratamientos luminicos.

) Promedio
) _|Tratamiento| Ramada L, ) Santa X ) .
Medio \Qultivar L. MPar 75 Catigud | IAC 12829 | Surubim-41 . Rocha Amarilla Palomita | MCol 1505 | por medioy
luminico Paso Catarina
trat. lum.
BAP0,5* 1,93 ** 3,50 1,81 2,95 5,55 1,54 1,61 1,50 1,58 2,82 2,54
BAP 1 Luz Blanca 1,85 1,48 1,23 2,52 6,39 1,43 1,51 1,01 2,17 1,70 2,13
CIN 10 1,15 2,34 1,53 3,62 2,50 1,40 2,39 1,89 2,04 1,45 2,03
BAP 0,5 1,68 1,19 1,54 2,46 6,54 2,18 1,08 1,17 1,56 2,39 2,18
BAP 1 Luz Azul 0,74 1,33 0,85 2,30 4,78 1,66 0,60 1,09 1,60 2,08 1,70
CIN 10 1,30 2,47 3,50 3,75 4,60 0,56 1,87 1,05 2,04 1,33 2,25
BAP 0,5 0,70 2,31 1,71 6,29 13,85 1,48 2,50 5,08 2,33 4,19 4,04
BAP 1 Luz Roja 1,33 1,05 1,50 4,82 8,45 1,78 1,38 1,18 1,68 1,75 2,49
CIN 10 0,60 1,59 1,72 5,54 4,82 0,70 1,82 0,83 1,93 1,02 2,06
BAP 0,5 2,38 2,80 2,60 2,69 11,99 1,49 2,70 2,28 2,57 1,59 3,31
BAP 1 Oscuridad 1,28 6,45 2,50 3,38 9,10 3,17 2,43 5,65 2,60 1,40 3,79
CIN 10 0,90 2,53 0,90 3,10 3,17 0,70 1,35 0,90 1,20 0,80 1,56
Promedio por 12 242 178 3,62 6,81 151 1,77 197 194 1,88
cultivar

*

La concentracion de los reguladores de crecimiento estan expresadas en mg/L.
** Se presentan medias aritméticas

Cuando se compararon todos los cultivares juntos en relacion a los medios de
cultivo y condiciones luminicas de incubacion evaluadas se hallaron diferencias en
los factores simples y sus interacciones.

La longitud de vastagos derivados de MV demostrd variaciones muy significativas
debidas al genotipo (P<0,0001), destacandose por su mayor altura, los vastagos
de los cvs. ‘Surubim-41’ e ‘IAC 12829’ y por su menor altura principalmente los del
cv. 'Ramada Paso’. Ademas, los vastagos derivados de MV fueron mas altos
cuando procedieron de medios adicionados con BAP a una concentracién de 0,5
mg/L (P<0,0001), como se observa también si se considera la interaccion cultivar
vs. medio de cultivo (P=0,0009).

El tratamiento luminico empleado durante la incubacién de los explantes no influy6
significativamente en la elongacion de los vastagos derivados de MV (P=0,0645).
Al cotejar el efecto del medio de cultivo vs. tratamiento luminico en la longitud de
vastagos derivados de MV se registraron diferencias significativas (P<0,0001). Las
duplas constituidas por un medio adicionado con BAP e incubacién en luz roja fue

la mas beneficiosa para la elongacion de los vastagos provenientes de MV, si bien
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resultd auspicioso también la posibilidad de cultivar en un medio con BAP e

incubar en oscuridad (Figura 3.67 c y d, respectivamente).

La interaccidn entre cultivar, medio de cultivo y tratamiento luminico no evidencio
diferencias significativas cuando se evalué la longitud de vastagos derivados de
MV (P=0,8227).

En la Figura 3.67 a-d se ilustra, el aspecto de los MV derivados de explantes
cultivados en un medio de induccion adicionado con 0,5 mg/L de BAP y que fueron
sometidos a diferentes condiciones luminicas. Si bien las fotografias corresponden
a diferentes cultivares de mandioca, la intencion es mostrar a modo de ejemplo la
apariencia que adquirian los vastagos en relacion a la promocion o inhibicion de la
diferenciacion de MV o de la formacion de nudos y sobre la elongacién de los
vastagos en respuesta al tratamiento luminico. Nétese que el explante sometido a
oscuridad, aparte de regenerar un vastago etiolado y blanquecino, presenta brotes
denotando la ruptura de la dominancia apical (Figura 3.66 d), pero no como se
observa en los explantes sometidos al resto de los tratamientos luminicos que

forman MV tipicos (Figura 3.67 a, by c).
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Figura 3.67: Aspecto de MV obtenidos por cultivo in vitro de segmentos
uninodales de mandioca (Manihot esculenta Crantz) en MS + 0,5 mg/L BAP

incubados en diferentes condiciones luminicas.

Luz Blanca Luz Azul Luz Roja Oscuridad

Referencias: Multiples vastagos obtenidos en medio adicionado con MS + 0,5
mg/L de BAP, incubados bajo diferentes condiciones luminicas: luz blanca (a), luz

azul (b), luz roja (c) y oscuridad (d). Barras = 1 cm.

La regeneracion de vastagos, como ya se ha mencionado anteriormente, es un
proceso fisioldgico que esta determinado por factores intrinsecos y extrinsecos,
entre ellos la composicion de los medios nutritivos, incluida la adicién de
reguladores de crecimiento, las condiciones luminicas de incubaciéon y su
interaccion (Rikiishi et al., 2003, 2008, 2015).

En esta parte de la tesis, evaluando de modo conjunto los 10 cultivares de
mandioca, se volvié a evidenciar una fuerte influencia del genotipo sobre la
regeneracion de MV. Respecto al factor medio de cultivo, se confirma que resulta
muy favorable para la induccion de MV, el empleo de MS suplementado con BAP,
en particular a una concentracion de 0,5 mg/L. Si bien la interaccion entre el
cultivar y el tratamiento luminico revel6 un efecto significativo sobre la formacion
de MV, se evidencia una fuerte dependencia del genotipo como se observara
examinando los cultivares por separado. Si bien se sigue denotando una fuerte

influencia genotipica sobre la producciéon de nudos por explante, en todos los
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cultivares se duplicé y hasta se triplicd, cuando se compararon VS y MV. Si bien el
efecto de la interaccion cultivar vs. medio de cultivo arrojé diferencias
significativas, las mismas se relacionaron estrechamente a la capacidad intrinseca
de los genotipos en multiplicarse. Cuando sélo se considera el efecto simple del
medio de cultivo resulté mas claro que la adicion de BAP favorece una mayor
produccion de nudos derivados de MV por explante respecto de CIN,
independientemente de la concentracion evaluada. Referente a la longitud de
vastagos derivados de MV la misma también evidencié variaciones debidas al
genotipo. La altura de los vastagos derivados de MV fue superior cuando la
induccion fue efectuada en un medio adicionado con 0,5 mg/L de BAP, como
demostrara el analisis del factor medio de cultivo como el de su interaccion con el
genotipo.

La eficiencia de la regeneracion de vastagos o brotes se ha demostrado que
presenta una gran variacion genotipica, incluso entre cultivares de una especie
(Zhang et al., 1999; Rikiishi et al., 2015; Medina et al., 2017). Es un proceso que
esta controlado por multiples genes (Mano et al., 1996; Rikiishi et al., 2003), razén
por la cual la variabilidad genotipica observada podria estar relacionada a
pequenas variaciones en genes constitutivos o reguladores relacionados.

Por otra parte, analisis gendmicos también revelaron que varios genes y factores
clave, relacionados con la sefial hormonal en la via de transduccion, estan
involucrados en la regulacion de la regeneracion de vastagos en Arabidopsis (Cary
et al., 2002; Che et al., 2002; Che et al., 2007). De hecho, se han asociado QTL
(Quantitative Trait Loci) que controlan la regeneracion de vastagos en
monocotiledéneas (Takeuchi et al., 2000; Kwon et al., 2001; Nishimura et al.,
2005; Ben et al., 1997; Mano y Komatsuda, 2002; Tyagi et al., 2010) y
dicotiledéneas (Trujillo-Moya et al., 2011; Holme et al., 2004; Flores et al., 2000).
Los reguladores de crecimiento vegetal (incluidas las fitohormonas y sus analogos
sintéticos) tienen un papel fundamental para promover determinadas respuestas
morfogénicas, entre estas la proliferacién de MV, incrementando el potencial de
propagacion de la especie. Las citocininas (C) son un grupo de reguladores de

crecimiento, derivados de purinas o de la urea, caracterizado por su fuerte
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potencial en estimular divisiones celulares y que dependiendo de la proporcion
que se encuentre en relaciéon al grupo de las auxinas (A) son capaces de
promover o inhibir diferentes procesos como ser la multiplicacion de vastagos (C/A
muy alta), diferenciacion de yemas axilares y formacién de yemas adventicias (C/A
alta), formacion de callos (C=A) o rizogénesis adventicia (C/A baja) (Kamenetsky y
Okubo, 2013). En relacién a la regeneracion de MV en mandioca, Faye et al.
(2015) determino que el agregado de BAP y CIN, al medio de cultivo, en un rango
de 0,1 a 1 mg/L resultan eficaces en la induccion para diferentes cultivares. Esto
coincide en parte con los resultados de esta tesis, ya que para promover
eficazmente la regeneracion de MV, las concentraciones mas promisorias de BAP
son coincidentes, sin embargo las de CIN son entre diez y cien veces menores.
Por otra parte, Abd All et al. (2013) obtuvieron el maximo numero de vastagos por
explante en mandioca con MS mas 1 mg/L de BAP y 0,05 mg/L ANA al cual lo
denominaron medio de proliferacion (C/A muy alta). Sukmadjaja y Widhiastuti
(2011) también registraron una interaccion entre cultivar y medio de cultivo, ya que
tanto para el numero de vastagos por explante y el numero de nudos por explante
observaron que cada cultivar evaluado presentaba un medio de multiplicacion
adecuado consistente en la adicion de BAP (0,1, 1 y 5 mg/L) sélo o combinado
con TDZ (0,1 y 1 mg/L). Smith et al., (1986) reportaron el mayor porcentaje de
explantes con MV empleando MS adicionado con 0,25 o 0,5 mg/L de BAP mas
0,05 mg/L de ANA (C/A alta a muy alta), sin embargo la mayor eficiencia de
multiplicacion la registraron cuando la concentracion de BAP fue de 0,25 mg/L y la
mayor altura de vastagos derivados de MV usando MS con 0,125 mg/L de BAP
mas 0,05 mg/L de ANA aunque muy baja regeneracion de MV (menor al 10%). En
Myrtus communis, Cio€ et al. (2018) informaron que la regeneracion de vastagos
fue similar en medios que contenian BAP en concentraciones de 0,25, 0,5 y 1
mg/L, pero fueron mas altos en medios con 0,25 y 0,5 mg/L de BAP, y producian
una mayor cantidad de hojas (y por extensién de nudos) con un mayor peso si

provenian de un medio con 1 mg/L de BAP.
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Para los vegetales, la luz es un factor morfogénico fundamental. Es asi que todas
sus propiedades (intensidad, duracion y calidad) pueden influenciar el crecimiento
y el desarrollo de las plantas a través de la movilizacion de mecanismos
anabolicos o catabolicos o el transporte de reguladores de crecimiento endégenos
o aplicados exdgenamente.

De acuerdo al tratamiento luminico o a la composicion espectral empleada, se
estimulan o inhiben en el vegetal diferentes procesos fisioldgicos. Las necesidades
basicas de luz de las plantas residen en tres rangos los cuales son responsables
de la fotosintesis, el fototropismo y la fotomorfogénesis, respectivamente (Toledo
Velasquez, 2004). La fotosintesis requiere luz en la vecindad de los picos de
absorcién de las clorofilas a y b (662 nm y 642 nm, respectivamente), las cuales
son los pigmentos fotosintéticos mas importantes. Los procesos fototropicos, que
controlan el movimiento de los dérganos en respuesta a la luz y aseguran la
optimizacion de las reacciones biofisicas y bioquimicas, son desencadenados por
la luz con longitudes de onda de 400-500 nm. Finalmente, la fotomorfogénesis que
abarca desde procesos de sintesis de pigmentos hasta fenbmenos de desarrollo

vegetal, depende de la radiacién rojo lejano en el rango de 730-735 nm.

Cabe mencionar que en la mayoria de los trabajos de propagacion in vitro de
mandioca, se han utilizado condiciones ambientales similares y que responden a
los empleados rutinariamente en la especie consistente en el uso de luz blanca
fria provista por lamparas fluorescentes con diferentes fotoperiodos de 13 a 24 hs
de iluminacion y temperatura de 27+2°C, por lo que para el desarrollo de esta tesis
se crey0 necesario investigar al menos un factor ambiental como ser las
condiciones luminicas de incubacion y su interaccion con el medio de cultivo en
relacion a la reaccién de diferentes cultivares sobre parametros de multiplicacion
y, en particular, sobre la elongacion de vastagos, tal como se ha estudiado en
otras especies y escasamente en mandioca.

Los resultados presentados en esta tesis demuestran que la oscuridad resultd
depresiva para la diferenciacion de MV en mandioca, no manifestandose

diferencias significativas sobre la misma cuando los explantes fueron incubados
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en luz blanca, azul o roja. La misma accién inhibitoria de la oscuridad sobre la
diferenciacion de MV se observd sobre la formacién de nudos por explante.
Existen referencias de que la oscuridad y la luz roja inhiben el crecimiento de
yemas adventicias derivadas de callos, aunque promueven la induccion y la
proliferacion de callos con capacidades morfogénicas (Hvoslef-Eide y Munster
1999; Bach y Krol, 2001). También se observé que el tipo de luz puede interactuar
con el balance de los diferentes carbohidratos en el medio nutritivo y asi afectar la
diferenciacion y el crecimiento de vastagos adventicios. En relacion a esto
dependiendo de la naturaleza de la fuente carbonada del medio de cultivo, la luz
roja y la oscuridad afectarian negativa o positivamente la formacién de yemas,
habiéndose demostrado que la sacarosa en interaccion con sendas condiciones
luminicas de incubacién la inhibieron (Bach et al., 1992). Por otra parte, en la
revision de Leduc et al. (2014) citan que, en muchas especies, el crecimiento de
los brotes estd modulado por la intensidad de la luz. Por ejemplo, en especies
herbaceas se ha informado que la luz de baja intensidad causa disminucion de la
produccion de multiples tallos o macollos y, por el contrario, la luz de alta
intensidad estimula la ramificacion en varios arbustos y arboles. Incluso en Rosa
sp. se ha citado que la oscuridad inhibe por completo la actividad organogénica
del meristema apical caulinar y la expansion de las hojas preformadas (Girault et
al., 2008).

Con relacién al efecto del tratamiento luminico sobre la producciéon de nudos de
mandioca se notd que la incubacién de los explantes en luz blanca y en luz azul
resulté en la promocidén de un numero similar de nudos promedio derivados de
MV. En forma particular, se sabe que la luz azul estimula el crecimiento de yemas
adventicias y de vastagos a partir de meristemas preexistentes y propicia su
multiplicacion en Hyacinthus (Bach y Swiderski, 2000), sin embargo, en Myrtus
communis mejora su crecimiento pero disminuye su tasa de multiplicacion (Cio¢ et
al., 2018). Es de destacar que tanto los valores de la tasa de multiplicacion, la
longitud y el crecimiento de vastagos de Myrtus communis fueron similares

estadisticamente cuando la incubacion se realizé con luz azul o luz blanca control
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(Cio¢ et al., 2018). Congruente con esto, la luz blanca empleada como control en
los experimentos realizados en esta tesis fue la denominada luz dia y por lo tanto,
considerando que cuanto mas blanca es la luz, mayor es el componente del azul
que contiene, se podria esperar que ambos tratamientos (luz dia y luz azul)
afecten los procesos morfogénicos de forma similar. En Wilson et al. (1993) se
sugiere que el uso de lamparas fluorescentes de amplio espectro (es decir luz
blanca) puede aportar longitudes de onda en el rango del azul en forma

significativa.

El efecto simple del tratamiento luminico no ejercié una influencia significativa
sobre la elongacién de vastagos a diferencia del efecto que demostré la
interaccidon entre medio de cultivo y el tratamiento luminico. En este caso, el cultivo
de explantes en medio con BAP e incubados en luz roja o en oscuridad
favorecieron la elongacion de los vastagos. Hunter y Burrit (2003) han sugerido
que la calidad espectral puede afectar el metabolismo de citocininas, es decir que
su aplicacion exdégena en combinacion con determinadas condiciones luminicas
podria causar respuestas morfogénicas diferenciadas. Acerca de la elongacién de
vastagos, los resultados de la presente tesis evidenciaron que si bien los
tratamientos luminicos fueron indistintos, cuando se los analizd en interaccion con
el medio de cultivo se hallé que la adicion de BAP favorecio la misma cuando los
explantes se incubaron en luz roja u oscuridad. Medina (2010) trabajando con
mandioca, observé que la incubacion en oscuridad y luz roja produce un aumento
significativo de la longitud de vastagos comparado con la incubacién en luz blanca
o azul, siempre que los explantes fueran cultivados en medios de cultivo libres de
reguladores de crecimiento. La mencionada diferencia no fue significativa cuando

los explantes fueron cultivados en medios con BAP y ANA.

Existen trabajos sobre la multiplicacion, morfogénesis y crecimiento del vastago en
especies vegetales que han considerado la accién de numerosos factores tales
como el efecto de la calidad espectral y distintos fotoperiodos en la incubacién, el

genotipo, el tipo de explante, los medios de cultivo y sus interacciones.
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En un esfuerzo por mejorar la micropropagacion de un hibrido de Vitis, Chée et al.
(1989) investigaron la multiplicacion y la rizogénesis de vastagos en respuesta al
tipo de explante y las condiciones de incubacion. Los tratamientos luminicos
considerados fueron luz blanca de diversas distribuciones de irradiancia espectral,
luz azul, luz roja, en dos fotoperiodos (10 y 16 horas de luz) y explantes con hojas
y/o apices del explante o desprovisto de ellos. En luz blanca y dias cortos, la
remocién de hojas y/o apices no afectd la multiplicacién de vastagos; sin embargo,
se produjeron mas vastagos de al menos tres nudos cada uno cuando se
retuvieron las hojas. La multiplicacion de vastagos fue significativamente mayor en
azul que en rojo. Las diferencias en la multiplicacion de vastagos en luces blancas
de varias distribuciones de irradiacién espectral se atribuyeron a las diferencias en
las relaciones entre azul y rojo. La multiplicacion de vastagos fue mayor con
relaciones de 0,6 a 0,9 que con relaciones mas bajas y mas altas.

Wilson et al. (1993) demostraron para todos los cultivares de Solanum tuberosum
evaluados que las longitudes de vastagos después de 4 semanas de cultivo en
medio MS, fueron mas largos cuando fueron mantenidos bajo lamparas de sodio a
baja presidén (que son deficientes en luz azul), seguido de luz roja, la combinacion
de sodio de baja presion mas lamparas fluorescentes de color blanco frio, luz
blanca control y luz azul (en ese orden descendente). En relacién a la elongacion
de vastagos, la luz blanca control empleada en ese experimento produjo
practicamente los mismos efectos de la luz azul. Estudios microscoépicos revelaron
que las células de los vastagos derivados de ambientes con luz azul o luz blanca
control fueron mas cortas, y en ambientes con luz roja o lamparas de sodio de
baja presion fueron mas largas. El numero de vastagos axilares mas alto se
obtuvo con ldmparas de sodio de baja presion o la combinacién de sodio de baja
presién mas lamparas fluorescentes de color blanco frio, mientras que el niumero
mas bajo ocurrid con luz azul. Los resultados sugieren que la morfologia y el
crecimiento in vitro de los vastagos de papa puede controlarse modificando la

calidad espectral irradiante.
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Moon et al. (2006) observaron en vastagos de Tripterospermum japonicum que la
elongacion se estimulé cuando la incubacion se realizdé en luz roja y se inhibid
cuando se la llevo a cabo con luz azul en relacion al control luz blanca.

Segun Heo et al. (2006), la elongacion in vitro de vastagos de un hibrido
interespecifico de Vitis cultivado en MS libre de reguladores de crecimiento, fue
significativamente estimulada por luz roja e inhibida fuertemente por la
combinacion de luz roja y azul (50% de cada una) en relacién a la luz blanca y
azul monocromatica, sin modificar significativamente el numero de nudos por
explante. El mayor peso seco de vastagos obtenidos in vitro se obtuvo cuando la
incubacion se realizé en luz blanca.

Poudel et al., (2008), estudiando un hibrido de Vitis evidencié que cuando los
explantes eran cultivados bajo luz roja y medio MS libre de reguladores de
crecimiento, producian vastagos mas largos con entrenudos mas largos para
todos los genotipos estudiados. Ademas reportaron que el numero de vastagos
por explante regenerados era similar en todos los tratamientos luminicos (luz
blanca, roja y azul).

Werbrouck et al. (2012) observaron que en Ficus benjamina la presencia de luz
azul en el espectro, en general, estimuld el incremento en el numero de nudos,
pero redujo la longitud de los vastagos. Bajo luz roja, los explantes produjeron
menor numero de vastagos pero mas elongados. El rojo lejano tuvo un efecto
negativo sobre la produccion de biomasa con reduccién del numero de vastagos y
peso de los MV.

Cio¢ et al. (2018) estudiaron la influencia de la calidad de la luz en la incubacién y
la adicion de citocininas incorporadas al medio de cultivo sobre la multiplicacion y
el crecimiento in vitro, fotosintesis y composicion quimica de vastagos de Myrtus
communis. Para ello disefaron, un experimento en donde combinaron diferentes
tratamientos luminicos (100% luz azul, una mezcla de 70% luz roja y 30% luz azul
y 100% luz roja) comparando con luz blanca provista con lampara fluorescente
tradicional a modo de control y distintos medios de cultivo (MS adicionado con
0,25, 0,5 1 mg/L de BAP y 0,1 mg/L de ANA). La incubacion en luz roja y medio

con 1 mg/L de BAP resulté en la mayor tasa de multiplicacion. Los vastagos mas
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altos se obtuvieron incubando los explantes con luz roja y una baja concentracion
de BAP (0,25 mg/L). El peso fresco de los vastagos fue mayor cuando la
iluminacién contenia luz azul (i.e. azul s6lo 0 en combinacion con luz roja).

Estos ejemplos, muestran que aun existen dificultades para identificar la
importancia relativa de cada tratamiento luminico y el hecho de que la calidad de
luz y el tiempo de exposicion a la misma sean inductores de las respuestas de
propagacion vegetativa observadas es sujeto de numerosas discusiones y debate.
No obstante, los resultados presentados en esta tesis, sugieren que la incubacion
en el tratamiento con oscuridad provocd una menor diferenciacion de MV en
mandioca y, asi como la exposicion a luz roja, en general no se destacaron en
favorecer la produccion de nudos por explante via MV, aunque ambas revelen un
aumento de la longitud de vastagos en medios con BAP, no serian de eleccion si
se quisiera mejorar la propagacién de la especie por esta via organogénica.

Si se tuviera que recomendar una condicién luminica, en términos de induccién y
multiplicacion via MV, consistiria en continuar empleando la luz blanca usada de

rutina para la incubacién de los cultivos, sin descartar el uso de la luz azul.

Sera necesario entonces seguir explorando otras alternativas para optimizar la

elongacion, sin perjuicio de la eficiencia de la propagacion.

110



CAPIiTULO 4

4. Conclusiones generales:

Mediante el desarrollo de esta tesis se generd informacion valiosa y novedosa
sobre la capacidad organogénica de diferentes cultivares de mandioca via
multiples vastagos. Para ello, se sometieron segmentos uninodales a diferentes
medios de cultivo, adicionados con distintas fuentes y concentraciones de
citocininas y en tiempos de induccién variables, asi como a diferentes condiciones

luminicas de incubacion.

Se acepta la hipotesis donde se plantea que la multiplicacion in vitro de mandioca
puede optimizarse con la regulacion de factores intrinsecos y extrinsecos para
obtener un sistema de micropropagacion masiva de plantas, via induccién de

multiples vastagos.
Esta afirmacidn se basa en las siguientes conclusiones por experimento.

Se determinaron las condiciones Optimas necesarias para la propagacion in vitro
de mandioca, utilizando la via de regeneracion organogénica directa por induccion

de MV, aplicable a diferentes genotipos de interés para la agricultura del NEA.

- Teniendo en cuenta la eficacia de los medios con citocininas en inducir la ruptura
de la dominancia apical y diferenciar MV expresado como porcentaje de explantes
con MV, los resultados obtenidos en el Experimento 1 demuestran que los medios
adicionados con una citocinina, ya sea 0,5 o 1 mg/L de BAP o bien 5 0 10 mg/L de
CIN, fueron los que permitieron que el 100% de los cultivares respondan
positivamente. En particular, los porcentajes de explante con MV mas altos se
obtuvieron cuando se emplearon medios con BAP. Asimismo, los vastagos
derivados de MV regenerados en los medios de induccion mencionados,

demostraron una adecuada capacidad de enraizamiento y crecimiento.

- La regeneracién de VS fue factible en todos los medios evaluados, por lo tanto,

hubo produccion de nudos por explante en todos los casos, sin embargo, la

111



posibilidad de diferenciar MV aunque sea en un determinado porcentaje siempre
mejord la cantidad de nudos por explante, sobre todo en algunos medios de
cultivo. A los 40 dias de cultivo, teniendo en cuenta los valores promedio por
cultivar, el 100% de los cultivares al menos duplicé el numero de nudos por

explante cuando se compararon los MV respecto de los VS.

- Si bien una de las respuestas morfogénicas mas comunes fue la diferenciacion de
callos en la parte basal de los segmentos uninodales empleados como explantes, en
todos los cultivares de mandioca y en todos los medios suplementados con
citocininas, su produccién al no estar relacionada directamente a la formacion del
VS o de los MV, no constituye en si mismo un peligro de inestabilidad genética en

la progenie clonal.

- El peso seco de plantas completas fue afectado por el medio de cultivo del cual
provenian en 8 de los 10 cultivares estudiados, obteniéndose diferencias
estadisticas en favor de los medios de induccién de MV que contemplaron la
adicion de 0,5 y 1 mg/L de BAP. Los vastagos derivados de medios adicionados
con 5, 10 y 15 mg/ de CIN y puestos a enraizar también presentaron pesos secos
similares a los registrados en los provenientes de BAP aunque mas sujetos al
efecto genotipico. La mayoria de vastagos enraizados provenientes de MV
obtenidos en medios con TDZ demostraron una baja capacidad de crecimiento

presentando pesos muy bajos.

Se evalud el efecto de diferentes factores que afectan la propagacion in vitro

mediante la promocion de la regeneracion de MV.

- Como resultado del Experimento 2, cuando se analiz6 de manera integral el
porcentaje de explantes con MV considerando los medios de cultivo, el tiempo de
exposicion a las citocininas, los cultivares y sus interacciones, los medios
adicionados con BAP (0,5 y 1 mg/L) fueron los que demostraron las mejores
respuestas de regeneracion de MV, seguido del medio con 10 mg/L de CIN. El
tiempo de induccién minimo favorable resultdé ser de 20 dias, aunque persistieron

las diferencias en la regeneracion de MV debidas al genotipo. Asimismo, los
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cultivares de baja capacidad de regeneracion de MV, en general, optimizaron su
respuesta al ser cultivados en medios con BAP. De la interaccidén entre el medio
de cultivo y el tiempo de exposicion se destaco el empleo de BAP por 20 dias de
induccion como minimo. Esta recomendacion derivé de descartar una induccion
de 10 dias por resultar insuficiente y no hallarse diferencias estadisticas entre 20,

30 y 40 dias de exposicion a las citocininas.

- En cuanto al numero de nudos promedio por explante derivados de MV, en 9 de
los 10 cultivares evaluados los valores obtenidos fueron mas del doble respecto de
los contabilizados en VS y casi el doble en el cv. Palomita. Contemplando los
cultivares y los medios de cultivo en relacion al tiempo de exposiciéon a las
citocininas no se hallaron diferencias estadisticas en el numero de nudos
promedio por explante derivados de MV. Sélo el genotipo imprimié su efecto
significativo sobre la produccién de nudos por explante, vislumbrandose una
mayor capacidad de multiplicacidon para cultivares de procedencia tropical.

- Referido a la longitud de vastagos derivados de MV, se hallaron diferencias
estadisticas en todos los factores simples evaluados y sus interacciones. El factor
cultivar arrojé diferencias altamente significativas. El medio de cultivo exhibio
diferencias significativas en favor de los medios adicionados con las menores
concentraciones de las citocininas evaluadas, los cuales promovieron la formacién
de vastagos mas altos. El tiempo de exposicion a los medios adicionados con
citocininas generé diferencias significativas, propiciando la produccion de MV mas
altos cuando los explantes fueron inducidos a multiplicar por un término mas corto
(10 y 20 dias). Con respecto al efecto de la interaccion entre medio de cultivo vs.
cultivar, al menos 7 cultivares (Surubim-41; IAC 12829; Catigua; MCol 1505; MPar
75; Rocha y Palomita) formaron vastagos mas altos en los medios adicionados
con las concentraciones mas bajas de ambas citocininas evaluadas. En relacion a
la interaccion cultivar vs. tiempo de exposicion la mayoria de los cultivares
demostraron una tendencia a aumentar la longitud de los vastagos derivados de
MV, conforme era menor el tiempo de exposicidon a las citocininas. En relacion al
medio de cultivo y el tiempo de exposicidn se denotd que existid una interaccion

significativa, los medios adicionados con las menores concentraciones de
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citocininas probadas y los menores tiempos de exposicidn promovieron una mayor
elongacion de los vastagos derivados de MV, por el contrario la limitaron. La
interaccion triple demostrd que hubieron cultivares que formaban los vastagos mas
altos (cv. Surubim y MCol 1505) y otros los mas bajos (cvs. Ramada Paso y Santa
Catarina) independientemente del medio y tiempo de exposicion empleados, y un
tercer grupo que presentaba variaciones con una tendencia al aumento de la
longitud cuando el medio se encontraba suplementado con las concentraciones de

citocininas mas bajas y tiempos de induccion mas cortos.

- En las 3 variables evaluadas en el Experimento 3, el porcentaje de explantes con
MV (diferenciacion de MV), numero de nudos promedio por explante (produccion
de nudos) y longitud de vastagos derivados de MV (elongacion de vastagos) se
observo una fuerte influencia del genotipo. El medio con BAP promovié una mayor
diferenciacion de MV y producciéon de nudos, favoreciendo su elongacion, en
particular, cuando se empled una concentracion de 0,5 mg/L. La oscuridad
deprimi6 la diferenciacion de MV y la produccién de nudos. No se observaron
variaciones significativas en la diferenciacion de MV cuando los explantes fueron
sometidos a luz blanca, azul o roja. La incubacién en luz blanca o azul ejercié
efectos similares sobre la produccion de nudos. Si bien el tratamiento luminico por
si solo no produjo diferencias significativas sobre la longitud, si lo demostro
cuando se considero la interaccion con el medio de cultivo. Asi, la incubacion en
luz roja u oscuridad de cultivos en medio con BAP estimularon la elongacién de
vastagos, aunque no se destacaron en promover la diferenciacién de MV vy la

produccion de nudos.

Si se tuviera que recomendar una condicién luminica, en términos de induccion y
multiplicacion via MV, seria conveniente continuar empleando la luz blanca usada

de rutina para la incubacion de los cultivos, sin descartar el empleo de la luz azul.

Sera necesario entonces seguir explorando otras alternativas para optimizar la

elongacion sin perjuicio de la eficiencia de la propagacion.
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A continuacion, se bosqueja un protocolo de multiplicacién in vitro de mandioca via
multiples vastagos aplicable a genotipos diferentes, a partir de los resultados
obtenidos en los distintos experimentos realizados en esta tesis (Figura 4.1). En
este esquema las flechas rojas indican el circuito de la secuencia recomendada
partiendo de una planta madre regenerada in vitro de la cual se extraen los
segmentos uninodales para ser cultivados en el medio que propicidé los mejores
resultados en términos de inducciéon de MV (MS mas 0,5 mg/L de BAP) por 20
dias y posteriormente transferidos a MS libre de reguladores de crecimiento por 20
dias, transcurriendo este tiempo de 40 dias totales en un cuarto iluminado con
lamparas Philips TL-D Reflex Blanco Frio 6 Luz azul (Yarlux 36W) y climatizado a
27002 °C. Diferenciados los MV, se aislan los vastagos resultantes para ser
enraizados en medio de multiplicacion (MS + 0,01 mg/L de ANA + 0,01 mg/L de
BAP + 0,1 mg/L de AGs) segun Cavallero et al. (2012) hasta obtener plantas

completas.
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Figura 4.1: Protocolo de regeneracién de MV de mandioca a partir del cultivo in
vitro de segmentos uninodales, resultante de diferentes ensayos de induccion
(considerando distintos medios de cultivo y tiempos de exposicion a las citocininas
BAP o CIN) y de elongacion de vastagos (contemplando diferentes condiciones
luminicas de incubacion durante la induccion y expresiéon de MV).

—

—-—) VS
) . m— MS+ANA+BAP+AG; o .o
20 dias
mmm) MS + citocinina }m
(BAP o CIN o TDZ 40 dias

Segmento uninodal > % explante con MV
MS+0,5 mg/L BAP

+ 20 dias en MS

Ensayos de
induccién de MV

Planta madre in vitro

- —
i

Planta obtenida a partir de Enraizamiento en Vastago aislado de MV Ensayo de elongacién
vastago derivado de MV MS+ANA+BAP+AG; de vastagos

Referencias: MS: medio basal segun Murashige y Skoog (1962);
MS+ANA+BAP+AGs: medio de multiplicacion segun Cavallero et al. (2012),
también usado para el enraizamiento de vastagos; MV: multiples vastagos;
condiciones luminicas de incubacién: oscuridad — OSC; luz rojo — LR; luz azul —
LA; luz blanca — LB; icono unlike: significa que el tratamiento disminuye la
diferenciacion de MV ¢ la formacion de nudos; icono like: significa que el
tratamiento favorece la diferenciacion de MV y la formacién de nudos; flechas
rojas: circuito de la secuencia recomendada; flechas negras: otras opciones

probadas en los experimentos.
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