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Resumen

La etapa final de la micropropagacién comprende la transferencia de vitroplantas a condiciones ex vitro
y se conoce como aclimatizacion. En general, se recomienda que este proceso sea progresivo, a fin de
minimizar las condiciones de estrés que puedan dafiar al vegetal e incluso causar su muerte. Por ello, se
hace necesario estudiar distintos factores intrinsecos y extrinsecos que afectan la aclimatizacion para
poder desarrollar técnicas de manejo que permitan superar esta etapa, que brinden plantas de 6ptima
calidad para ser llevadas al campo y que sean efectivas para distintos genotipos. El objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion de distintas concentraciones de un activador del
crecimiento radical (Inicium ®, Bioibérica S.A.) y de la edad de las plantas in vitro sobre la etapa de
aclimatizacién ex vitro de diferentes cultivares de mandioca (Manihot esculenta). Para ello, en un
primer experimento se aclimatizaron plantas in vitro de los cultivares: Palomita, Blanca de Santa
Catarina y Rocha en sustrato comercial Sunshine Mix#6 (Florensa), las que fueron tratadas con distintas
dosis de Inicium® (22,7 y 45,5 ml totales de una solucién de 0,6 % v/v) y un control regado con agua
destilada. Este bioestimulante es un fertilizante compuesto por péptidos caracterizados de bajo peso
molecular al 40% p/p, N total al 55% p/p y P (P,0s) al 5,5 % p/p. En un segundo experimento, se
evaluo el efecto de la edad de las plantas in vitro sobre la efectividad de la aclimatizacion ex vitro. Se
evaluaron plantas regeneradas in vitro de diferentes edades (30, 45 y 60 dias de cultivo), las que fueron
transplantadas en macetas con substrato comercial (Sunshine Mix#6, Florensa), regadas con 22,7 ml
totales de una solucion de 0,6% v/v de Inicium®. La incubacién se llevd a cabo en camara de luz (14 hs de
fotoperiodo, irradiancia PAR de 116 pmol.m?s™, temperatura de 27+2°C) durante 21 dias y a la
intemperie por 7 dias (28 dias totales). El disefio experimental fue del tipo factorial 3x3 completamente
aleatorizado, con 3 repeticiones de 6 plantas cada una, alcanzando un n=18 para cada tratamiento (3
genotipos vs. 3 dosis del bioestimulante en el Experimento 1, y 3 genotipos vs. 3 edades de plantas en el
Experimento 2).

La supervivencia de plantas de mandioca evaluadas a los 7, 14, 21 y 28 dias de aclimatizacion no
evidencio diferencias significativas en relacion a las dosis probadas de Inicium®, ni a las diferentes
edades de las plantas a aclimatar, independientemente del genotipo. Los valores de supervivencia fueron
altos (89-100%), incluso en plantas transferidas a las condiciones externas.

A los 28 dias de aclimatizacion se registraron diferencias significativas debidas al genotipo sobre el
numero de hojas secas. En la altura de plantas, el nimero de nudos y hojas totales no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos. El contenido relativo de clorofila medido con SPAD
manifesto diferencias estadisticas en relacion al genotipo y a la aplicacion del bioestimulante. A los 21
dias, se not¢ el efecto positivo de la aplicacion de Inicium® sobre el contenido relativo de clorofila en
los tres genotipos, lo cual a los 28 dias se mantuvo en los cvs. Rocha y BI. Sta. Catarina, siendo mejor la
menor dosis. A los 28 dias también se observo interaccion significativa entre el genotipo y la aplicacion
de Inicium®, para el PF y el PS de tallo y raices y en el PS de hojas, los que se vieron favorecidos con
la aplicacion de Inicium® en el cv. Rocha. En el cv. Bl. Sta. Catarina se registraron valores altos de PF
y el PS de tallo y raices y en el PS de hojas respecto del cv. Palomita, aunque no se evidencio
diferencias significativas cuando se compararon las aplicaciones de Inicium® vs. los respectivos
testigos. El genotipo generd diferencias significativas para el PF de hojas y el area foliar, siendo el cv.
Bl. Sta. Catarina el que manifest6 el mayor PF de hojas y el mayor area foliar y el cv. Palomita los
valores mas bajos. En el PF de hojas se evidenciaron diferencias significativas debidas al genotipo y a
las diferentes dosis de Inicium®, siendo la menor dosis la que generé mayor peso.

La edad de las plantas in vitro no afectd la supervivencia de las plantas aclimatizadas ex vitro, aunque
causd diferencias significativas en algunos pardmetros morfométricos. En relacion al genotipo, el
analisis estadistico de la altura de plantas, nimero de nudos, hojas secas y hojas totales por planta reveld
diferencias significativas. También se registraron diferencias con respecto a las edades de las plantas in
vitro en el nimero de nudos y hojas secas. Las plantas de 45 dias presentaron un mayor nimero de
nudos que las de 30 dias y el namero de hojas secas fue mayor aclimatizando plantas de 45 y 60 dias de
edad en los 3 cultivares. Con respecto al contenido relativo de clorofila a los 28 dias, s6lo se observaron
diferencias estadisticas debidas al genotipo, siendo el cv. Rocha el que manifestd los valores mas bajos.
En el PF y PS de tallo, hojas y raices se observaron diferencias significativas debidas al genotipo. El cv.
Palomita presentd los menores PF y PS de tallo. En el cv. BI. Sta. Catarina se obtuvieron los mayores
valores de PF y PS de hojas y raices y de area foliar. Se observaron diferencias estadisticas relacionadas
a la edad de las plantas in vitro solo en el PF de tallo de las plantas aclimatizadas, obteniéndose los



mayores pesos con plantas de 45 y 60 dias de edad.

A los 28 dias de aclimatizacion, la altura de plantas, nimero de nudos, hojas secas y hojas totales por
planta, PF y PS de tallo y hojas, y el area foliar fueron mayores al final de la aclimatizacion respecto de
su condicién inicial como planta regenerada in vitro en todos los cultivares. En plantas del cv. Rocha
aclimatizadas se observaron las plantas mas altas y en el cv. Palomita el menor nimero de nudos. En el
numero de hojas secas ademas de presentarse diferencias entre las plantas in vitro y aclimatizadas ex
vitro se manifiestaron diferencias debidas al genotipo. El contenido relativo de clorofila no evidencio
diferencias significativas cuando se compararon plantas in vitro sin aclimatizar con plantas
aclimatizadas ex vitro, independientemente del genotipo. En el caso del PF y PS de raices se observaron
diferencias entre plantas in vitro y las aclimatizadas ex vitro en los cvs. Rocha y Bl. Sta. Catarina.
Independientemente del genotipo, cuando se compararon las plantas aclimatizadas ex vitro derivadas de
plantas de 45 dias vs. las plantas in vitro recién removidas del tubo se observd que la altura de plantas,
numero de nudos y hojas secas, contenido relativo de clorofila, PF y PS de tallo y hojas vy el area foliar
fueron mayores al final del proceso. En los cvs. Rocha y Bl. Sta. Catarina se observaron diferencias en
el PF y PS de raices entre plantas in vitro y aclimatizadas ex vitro. Los resultados sugieren que la edad
ideal de planta in vitro de mandioca para someter a la aclimatizacion seria la de 45 dias, dado que brinda
un mayor tasa de mulplicacion y mayor peso de tallo respecto de las plantas de 30 dias, acortando el
tiempo de obtencion de plantas Gtiles para el campo en comparacion con las plantas de 60 dias.

De acuerdo a estos resultados, el producto Inicium® a pesar de comercializarse principalmente como un
bioestimulante activador del crecimiento radical, tuvo un gran impacto sobre parametros de crecimiento
aéreo (contenido relativo de clorofila y PF de hojas), manifestandose una influencia genotipica
destacada. También la interaccién entre el genotipo y la aplicacion del bioestimulante demostro
diferencias significativas en algunos parametros de peso en el cv. Rocha, en favor del tratamiento con
Inicium®. La edad 6ptima de las plantas in vitro para someter a la aclimatizacion seria la de 45 dias,
independientemente del genotipo. El estudio de los factores que influyen sobre la efectividad de la
aclimatizacion de plantas in vitro de mandioca permitira la optimizacion de la micropropagacion,
garantizando plantines vigorosos y rusticos en corto tiempo.



Titulo: EFECTO DE LA EDAD DE LAS PLANTAS IN VITRO Y DE UN ACTIVADOR
DEL CRECIMIENTO RADICAL SOBRE LA ACLIMATIZACION DE DIFERENTES
CULTIVARES DE MANDIOCA (Manihot esculenta).

Antecedentes:

La mandioca (Manihot esculenta Crantz, Euphorbiaceae), es un arbusto perenne originario del
continente americano, al igual que las 97 especies restantes del género Manihot (Rogers y
Appan, 1973). La mandioca, en particular, es nativa de América del Sur (Olsen y Schaal,
2001). Como cultivo se ha desarrollado inicialmente en una amplia area de tierras bajas y
calientes de los tropicos americanos que van del noreste de Brasil hasta el noroeste de América
del Sur (Venezuela y Colombia) (Montaldo et al., 1979). Los indigenas fueron los que la
utilizaron antes de la conquista y luego de la llegada de Colon a América en 1492 se extendid
hacia otros continentes. En gran parte de América del Sur es denominada mandioca, pero en
Centroamerica se la conoce como yuca, en inglés es conocida como cassava y en frances como
manioc (Montaldo el al., 1979)

Actualmente el cultivo de mandioca se ha extendido a unos 90 paises tropicales y subtropicales
(FAO-FIDA, 2000), en latitudes menores de 30° y que van desde el nivel del mar hasta los
1800 msnm (Dufour, 1996; Ceballos, 2002).

Segln datos de la FAO, la produccion mundial de mandioca fue de 256,5 millones de toneladas
en una superficie cultivada de 19,9 millones de ha (FAOSTAT, 2012); siendo Africa el
continente con mayor produccién mundial (54%); Nigeria el principal productor del mundo con
cosechas de 44 millones de toneladas. Asia produce el 29,6% de la mandioca a nivel mundial
logrando los maximos rendimientos, destacdndose Tailandia con 22,6 millones de toneladas,
seguida de Indonesia con 19,9 millones. En América del Sur, el principal productor es Brasil
con 26,7 millones de toneladas, seguido por Paraguay, Colombia y Argentina. En nuestro pais,
la produccion de mandioca es de 180 mil toneladas en una superficie de 80 mil ha;
generalmente las plantaciones se realizan en pequefias parcelas, estimandose que en la
provincia de Misiones la superficie plantada con mandioca ronda las 40.000 ha, en Formosa
20.000 ha, Corrientes 18.000 ha y en Chaco, unas 2.000 ha (De Bernardi, 2011).

La mandioca posee raices tuberosas que almacenan altos contenidos de carbohidratos, esto la
convierte en un importante alimento energético para la dieta de personas (cocida) y animales
(cruda, cocida o deshidratada) (Cock, 1989).

En algunos paises las hojas se consumen como verdura fresca, siendo més nutritivas que las
raices dado su alto contenido proteico, de minerales y vitaminas, (Henry et al., 1998; Ledn,
2000). Las raices también pueden ser utilizadas por la industria (Ceballos, 2002), por ejemplo
en la industria alimenticia (fécula, harinas, helados, chocolate, productos instantaneos),
petrolera o minera (como lubricante), farmaceutica (talcos, excipientes), cosmeética, textil
(alfombras), de pegamentos, tintas, papel (cartulinas, cheques) y de los biocombustibles
(PRODECA, 2005).

La planta de mandioca puede alcanzar 1 a 3 m de altura; a veces no ramifica y si lo hace
ramifica simpodialmente produciendo hasta cuatro ramas primarias; el tallo puede tener
posicion erecta, decumbente o postrada, y el grosor puede ser de 2 a méas de 4 cm.

Las hojas son simples, alternas, palmatisectas con 3-9 I6bulos ovados o lineares con una
longitud de 15 cm aproximadamente.

La planta, si proviene de una semilla, desarrolla una raiz primaria pivotante y varias de
segundo orden, y si se regenera de estacas caulinares sus raices son adventicias, formandose a
partir de la base inferior cicatrizada de la estaca y de los brotes nuevos. Las raices inicialmente
son fibrosas, tiempo después algunas de ellas se expanden radialmente debido al crecimiento
secundario formando las raices denominadas tuberosas (Ledn, 2000). Esta es una caracteristica




muy importante, porque estos 6rganos (las raices tuberosas) constituyen su principal producto
de cosecha.

La mandioca es una especie monoica, que produce racimos de racimos con flores masculinas
en la parte superior del racimo y las flores femeninas en la posicion basal del mismo. La
ocurrencia del fenémeno conocido como protoginia desfavorece la autopolinizacion (Ceballos,
2002); como consecuencia la reproduccion sexual de la mandioca frecuentemente se produce
mediante polinizacién cruzada, realizada tipicamente por la accién de insectos, por lo que la
progenie serd sumamente heterogénea (Dominguez et al., 1983; Alves, 2002).

Para conservar las caracteristicas genéticas favorables de la planta madre, el cultivo de
mandioca es tradicionalmente propagado en forma agamica, mediante estacas caulinares (Cock,
1989; Lopez, 2002; El-Sharkawy, 2003). Si bien este tipo de propagacion es sencilla y
econdmica, presenta serios problemas, tales como la baja tasa de multiplicacion (una planta
produce entre 10 a 20 estacas por afio aproximadamente), las dificultades de conservacion de
las ramas estaqueras y la diseminacion de plagas y enfermedades. A su vez, estos
inconvenientes se ven amplificados por la falta de sistemas organizados que permitan abastecer
a los productores con “estacas-semilla” (Lopez, 2002; Escobar et al., 2006).

Por estos motivos, se ha desarrollado métodos mas eficientes y rapidos de regeneracion de
plantas de mandioca mediante el cultivo in vitro de tejidos, ya sea por embriogénesis somatica
(Mroginski y Scocchi, 1993; Raemakers et al., 1993; Medina et al., 2003) u organogénesis
(Smith et al., 1986; Mussio et al., 1998; Li et al., 1998).

El cultivo de tejido in vitro es una técnica biotecnoldgica utilizada para la micropropagacion
vegetal que consiste en aislar un explante, cultivarlo asépticamente en un medio de
composicion quimica definida y luego incubar en condiciones ambientales controladas
(Mroginski y Roca, 1991).

Con este método, a partir de un pequefio segmento caulinar inicial de tejido es posible propagar
masivamente, en corto tiempo, en una pequefia superficie y en cualquier época del afio, plantas
genéticamente idénticas a la planta madre y con calidad sanitaria garantizada (Garcia Garibay
etal., 1993).

Las plantulas obtenidas bajo condiciones artificiales (luz, humedad, temperatura, alimentacion)
salen al ambiente natural muy débiles y con dificultades para adaptarse a condiciones
autotroficas, por lo que necesita un proceso de aclimatizacion antes de ser llevadas al sitio
definitivo (Pila y Benitez, 2007).

La etapa de aclimatizacion o también llamada endurecimiento es realizada bajo condiciones
controladas, y permite que las plantas producidas in vitro se adapten gradualmente a nuevas
condiciones edafocliméticas naturales donde seran transferidas para el desarrollo del cultivo.

La etapa de aclimatizacion es muy delicada, en esta fase es alto el porcentaje de pérdida de
plantulas, constituyendo un cuello de botella (Segovia et al., 2002). El paso de las plantas de
las condiciones in vitro a las condiciones ex vitro debe realizarse progresivamente, a fin de
minimizar las condiciones de estrés que pueden producir dafios profundos e incluso la muerte
de las plantas (Da Silva et al., 1995). Se sabe que en las nuevas condiciones de crecimiento, las
plantas experimentan una humedad relativa muy inferior y una intensidad luminica
comparativamente muy superior (PospiSilova et al., 1999; Jorge et al., 2000), pasa de un medio
rico en nutrientes a un sustrato mas empobrecido (Segovia et al., 2002; Zimmerman et al.,
2007) y la exposicién al ataque patdgenos (Grattapaglia y Machado, 1990), por lo que deberia
garantizarse las condiciones mas propicias para un crecimiento inicial mas vigoroso.

Un factor intrinseco que podria interferir en la supervivencia ex vitro durante la aclimatizacion
de las plantas obtenidas in vitro es la edad de las mismas al momento de transferirlas al
ambiente exterior. Se ha demostrado que plantas de Stemona curtisii Hook.f. producidas in
vitro al ser transferidas al suelo con 1, 2 y 3 meses de edad mostraron diferencias en la
supervivencia durante el proceso de aclimatizacién ex vitro. Se ha demostrado que la edad



Optima de las plantas in vitro de Stemona curtisii para su aclimatizacion fue de 60 dias (Palee et
al., 2012).

Por otra parte, actualmente se han desarrollado productos comerciales a base de péptidos de
bajo peso molecular que permiten superar el estrés que sufren las plantulas al momento del
transplante en diversas especies horticolas, fruticolas y forestales (Botta et al., 2009; Cafiete et
al., 2012). En particular, el producto Inicium ® se ha citado como un activador del desarrollo
de las raices de plantulas en las etapas iniciales de su crecimiento, asegurando su
establecimiento cuando son transferidas a un nuevo entorno productivo (Botta et al., 2009).
Determinar la edad optima de las plantas de mandioca para transferirse a condiciones naturales
y probar la efectividad de la aplicacion de activadores de la actividad radical podria mejorar la
supervivencia y el crecimiento ex vitro de las mismas.

Hipdtesis de trabajo: La aplicacién de un activador del crecimiento radical y la edad de las
plantas in vitro afectan la supervivencia y el crecimiento ex vitro de plantas de diferentes
cultivares de mandioca.

Objetivo: Evaluar el efecto de distintas concentraciones de un activador del crecimiento
radical (Inicium ®, Bioibérica S.A.) y la edad de las plantas in vitro sobre la etapa de
aclimatizacién ex vitro de diferentes cultivares de mandioca.

Materiales y Métodos:

Material vegetal

Se trabaj6 con plantas de mandioca (Manihot esculenta) regeneradas in vitro, pertenecientes al
banco de germoplasma activo del Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Instituto de
Botanica del Nordeste - CONICET y de la Facultad de Ciencias Agrarias (FCA) de la
Universidad Nacional del Nordeste (UNNE). Se ensayd con los siguientes 3 cultivares:
Palomita, Blanca de Santa Catarina y Rocha, las cuales corresponden a cultivares de interés
para la agricultura del NEA. Las plantas de los cultivares que se utilizd en los ensayos se
propagd in vitro (Fig. 1a) en el medio de micropropagacion compuesto por el medio basal de
Murashige y Skoog (1962) mas 0,01 mg/L de 1-acido naftalenacético, 0,01 mg/L de 6-
bencilaminopurina y 0,1 mg/L de acido giberélico (Cavallero et al., 2012), permitiendo
asegurar la cantidad de material vegetal para la realizacion del plan propuesto. El pH del medio
de cultivo se ajusto a 5,8 con soluciones de KOH y/o HCI y se solidificé con 0,75% de agar
(Agar Sigma ® A1296). Se dispensaron 15 ml de medio de cultivo en tubos de ensayo de 50 ml
que fueron obturados con papel de aluminio y esterilizados en autoclave a 1 atmdsfera de
presion (120°C) durante 20 minutos. En flujo laminar de aire estéril se cultivd un segmento
uninodal por tubo, el cual se obturd con Resinite AF 50 ® (Casco S.A.C.I.F., Bs. As.).

Aclimatizacion de las plantas regeneradas in vitro a condiciones ex vitro

Experimento 1:

En el primer ensayo las plantas multiplicadas in vitro, con 60 dias de edad fueron
desprovistas de medio de cultivo y sumergidas durante 10 min en una solucién de fungicida
preventivo dicarboximida de la marca Captan® al 2% (Fig. 1 b) y para luego ser transferidas y
permanecer en condiciones ex vitro en macetas de 340 cm® conteniendo 36 gramos de sustrato
comercial (Sunshine Mix#6, Florensa) (Fig. 1 ¢), cuya composicion se informa en Tabla 1. Las
plantas trasplantadas fueron cubiertas por una bolsa plastica y pulverizada con agua para
aumentar y mantener la humedad ambiente circundante (Fig. 1 d), las cuales fueron retiradas a




las 2 semanas de su transferencia. La incubacién se llevo a cabo en camara de luz (14hs de
fotoperiodo y 116 umol.m.s™de irradiancia, con una temperatura de 27+2°C) durante 21 dias
(Fig. 1 e y f) y luego fueron llevadas a la intemperie por 7 dias (Fig. 1 g). Se detallan las
condiciones ambientales en la que se llevaron a cabo los experimentos en camara de cultivo
durante 21 dias (Tabla 2) y a la intemperie durante 7 dias (Tabla 3 y 4). Los datos de
temperatura, humedad relativa ambiente, velocidad media del viento y precipitacion de las
condiciones ambientales externas fueron registrados con una Estacién meteoroldgica Pegasus y
la radiacion fotosintéticamente activa (PAR) fue cuantificada con un ceptometro “CAVA-
RAD”a las 8, 12 y 16 horas de los 7 dias del ensayo.

Tabla 1: Composicion del sustrato comercial (Sunshine Mix#6, Florensa) que fue utilizado para la
aclimatizacion de plantas in vitro de mandioca.

Turba de musgo Sphagnum 100%
Componentes | Agente humectante

Macro y micro elementos

Capacidad de aire: 10 — 20%
Caracteristicas | Capacidad de humectacion: 50 — 70%

Fisicas Densidad en seco: 0,11 — 0,15 Kg/dm3
Densidad en himedo: 0,8 — 0,96 Kg/dm3
pH=55-6,5

Conductividad: 1 — 4 mmhos/cm

Concentracion de nutrientes en ppm: NO3 90 ; NH,"
35;P90; K287,5;Ca2625;Mg130;S325; Mn
0,4;Cu0,45;,B0,85;2n1,15; Fe 0,25 ; Mo 0,25.

Caracteristicas
Quimicas

Tabla 2: Condiciones ambientales de la camara de cultivo.

Condiciones ambientales de la camara de cultivo

Temperatura (°c) 27°C +-2°C
Radiacion PAR media (umol*m-2*s-1) 116

Tabla 3: Condiciones ambientales externas para el Experimento 1 realizado entre el 28/02/2013 y el
07/03/2013.

Condiciones ambientales externas (intemperie)

Temp. Media Max (°C) 26,2+4.5
Temp. Media Min (°C) 11,334
Temp. Media (°C) 18,8+3,01
Humedad Relativa Méx (%) 91,5+4,6
Humedad Relativa Min (%) 47,0+12,8
Humedad Relativa Media (%) 69,2+8,1
Velocidad Media del viento (Knvh) 3,9+2,1
Precipitacion (mm) 20,25
Radicion PAR Media (umol.m-2.s-1) 8 h 82,5+13,1
Radicion PAR Media (umol.m-2.s-1) 12 h 513+109,6
Radicion PAR Media (umol.m-2.s-1) 16 h 123,0+15,6




Tabla 4: Condiciones ambientales externas para el Experimento 2 realizado entre el 19/09/2013 y el
26/09/2013.

Condiciones ambientales externas (intemperie)

Temp. Media Méx (°C) 31,84+2 57
Temp. Media Min (°C) 17,54+1,67
Temp. Media (°C) 24,69+1,66
Humedad Relativa Méx (%) 95,38+1,40
Humedad Relativa Min (%) 48,87+14,18
Humedad Relativa Media (%) 72,13+6,98
Velocidad Media del viento (Knvh) 3,57+1,15
Precipitacion (mm) 3,05
Radicion PAR Media (pmol.m-2.s-1) 8 h 25,14+9,97
Radicion PAR Media (umol.m-2.s-1) 12 h 364,0+116,9
Radicién PAR Media (umol.m-2.s-1) 16 h 68,59+10,1

Al inicio de la aclimatizacién, se ensayaron distintas dosis de Inicium ® (22,7 y 45,5 ml totales
para 36 gramos de sustrato por maceta de 340 cm®) partiendo de una solucién de 0,6% v/v,
aplicadas en forma liquida, repartidas en 2 o 3 veces, la primera realizada al momento de la
transferencia ex vitro y las restantes practicadas semanas posteriores (Tabla 5), mientras las
plantas permanecian en cdmara climatizada. EI control siempre fue regado con agua destilada.
Inicium ® es un bioestimulante fertilizante érgano-mineral Nitrogeno-Fésforo de la empresa
Bioibérica S.A.; esta compuesto por péptidos de bajo peso molecular al 40% p/p, N total al
5,5% p/p y P (P205) al 5,5 % plp.

En la etapa de aclimatizacion realizada en las condiciones ambientales externas, se aplicé riego por
aspersion 2 veces al dia y se agregd agua al sustrato cada 2 o 3 dias.



Figura 1: Aclimatizacion de plantas de mandioca regeneradas in vitro a condiciones ex
vitro.

Referencias: a: plantas regeneradas in vitro; b: tratamiento sanitario aplicado a las plantas previo a su
transplante; c: transferencia ex vitro a sustrato comercial; (@, b y ¢, barras = 1 cm); d:
acondicionamiento de las plantas transplantadas con bolsas plasticas a modo de cdmara humeda; e:
aclimatizacion en camara de cultivo; f: plantas aclimatizadas en camara de cultivo listas para su
transferencia a la intemperie; g: aclimatizacion en condiciones ambientales externas luego de 28 dias

de su transferencia ex vitro; (d, e, fy g, barras = 10 cm).



Tabla 5: Tratamientos realizados en el Experimento 1.

Tratamientos Transplante Semana 2 Semana 3 Volumen Total
T1 (testigo) Agua Agua Agua 0ml

T2 15 ml solucion Agua 7,7 ml solucion 22,7 ml

T3 15 ml solucion 15 ml solucién 15,5 ml soluciéon | 45,5 ml

Referencias: Cada tratamiento aporta una determinada cantidad de Nitrogeno (N) y Fdsforo
(P20s).

T1: agua = 0 mg de N total; 0 mg de P,Os,

T2: 22,7 ml solucion (0,6% v/v) = 0,136 ml de Inicium = 7,5 mg de N total;
7,5 mg de P,0s,

T3: 45,5 ml solucion (0,6% v/v) = 0,273 ml de Inicium = 15 mg de N total;
15 mg de P,Os,

Experimento 2:

En el segundo ensayo se evalué el efecto de la edad de las plantas in vitro sobre la efectividad
de la aclimatizacion ex vitro. Para ello se utilizaron plantas diferentes edades: 30, 45 y 60 dias.
Todas las plantas se transplantaron segun el procedimiento descripto en el Experimento 1, y
fueron tratadas con 22,7 ml de solucion Inicium ® de acuerdo a los valores informados en la
Tabla 5 (T2 del Experimento 1). Este ensayo se realizd para determinar si es posible establecer
la edad 6ptima de la planta para transferirse ex vitro y de esa manera acelerar el proceso de
obtencién de plantas de mandioca aclimatizadas.

Disefio experimental y analisis estadistico

El disefio de los experimentos fue completamente aleatorizado, con 3 repeticiones de 6 plantas
cada una, alcanzando un n=18 para cada tratamiento (factorial 3 x 3: genotipo vs tratamiento
con bioestimulante en el Experimento 1, y genotipo vs edades en el Experimento 2).

Al comienzo de cada ensayo se tomo una muestra de plantas in vitro y se determind los valores
iniciales de cada una de las variables que luego se midio en las plantas aclimatizadas ex vitro.
Durante la realizacion de cada Experimento se registraron semanalmente los datos de
supervivencia, altura de planta, namero de nudos por planta, nimero de hojas secas por planta,
numero de hojas totales por planta y se estimé el contenido relativo de clorofila utilizando un
medidor portatil SPAD-502 Minolta (Soil Plant Analysis Development). La lectura con el
detector de clorofila SPAD-502 se realizo en el 16bulo central de 3 hojas totalmente expandidas
por planta desde la tercera por debajo del apice, evitando colocar el lector sobre la nervadura
central, considerandose como valor definitivo el promedio de las 3 determinaciones.

Los valores de SPAD se basan en el principio que parte de la luz que llega a la hoja es
absorbida por la clorofila y el resto que es reflejada entre en contacto con la celda detectora del
SPAD 502 y es convertida en una sefial eléctrica. La cantidad de luz captada por la celda es
inversamente proporcional a la cantidad de luz utilizada por la clorofila, la sefial es procesada,
y la absorbancia es cuantificada en valores dimensionales que van de 0 a 199, por lo que las
unidades de SPAD serdn siempre las mismas de acuerdo al tono verde de las hojas (Krugh et
al., 1994). Las unidades de SPAD correlacionan significativamente con los valores de
nitrégeno total determinados con la técnica de Kjeldahl y con los valores de clorofila
determinado con extraccion con acetona a 80% (Reeves et al., 1993).




En plantas in vitro y en plantas ex vitro al final de cada ensayo se midi6 ademas de las
variables mencionadas anteriormente, el area foliar por planta, el peso fresco (PF) y seco (PS)
del vastago, de las raices y de las hojas. El &rea foliar de cada planta se determindé mediante un
software de imagenes de dominio publico (Imagen J, version 1.44). Para ello, se deshojaron las
plantas y se fotografiaron con cdmara digital Kodak Easy Share C653 a 6,1 megapixeles con un
referencia de longitud conocida (i.e. regla milimetrada). Las imagenes posteriormente fueron
analizadas con Image J empleando la herramienta de seleccion difusa conocida como varita
magica la cual esta disefiada para seleccionar areas de la imagen activa basada en la similitud
del color con una tolerancia de 25%. Posteriormente se cuantificoO el area seleccionada
mediante la herramienta para medir, lo cual se realiz6 hoja por hoja, obteniéndose el area foliar
de cada planta mediante la sumatoria de las areas individuales.

Todas las plantas de cada tratamiento fueron pesadas con balanza analitica de precision
(0,0001) para determinar el PF, y luego fueron trasferidas a una estufa a una temperatura de
70°C hasta peso constante para obtener el PS.

Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza, utilizando el programa
estadistico InfoStat/P wversién 1.1 (InfoStat, 2002). Cuando se encontré diferencias
significativas con el analisis de varianza, se procedid a comparar las medias aritméticas de las
variables evaluadas mediante el Test de Comparaciones Mdultiples de Duncan (P<0,05).

Resultados:

Experimento 1: Efecto del genotipo y la aplicacion de distintas dosis de Inicium® sobre la
aclimatizacion de plantas de mandioca.

La supervivencia de plantas de mandioca evaluadas a los 7, 14 y 21 dias de aclimatizacion en
camara de cultivo y a los 7 dias de ser transferidas a condiciones ambientales externas (28 dias
totales de aclimatizacion) no evidenci6 diferencias significativas en relacion al genotipo y a las
dosis probadas del bioestimulante (P>0,05). Los valores promedios de supervivencia fueron
altos (89 % a 100%), incluso en plantas transferidas a las condiciones ambientales externas
(Fig. 2 a, b, ¢ y d), momento en que la temperatura media (18,8°C) fue inferior a la de la
camara de cultivo (27°C) y la radiaciéon PAR media (513 pmol.m-2.s-1) fue mayor (méas de 3
veces) al valor registrado en la camara de cultivo (116 pmol.m-2.s-1) (Tabla 3).

En lo que se refiere a los parametros de crecimiento de las plantas in vitro transferidas a
condiciones ex vitro se puede decir que a los 7 dias de la aclimatizacién en camara de cultivo se
registraron diferencias significativas debida al genotipo sobre la altura de plantas de mandioca
(Fig. 3 a), el nimero de hojas secas (Fig. 3 ¢) y el nimero de hojas totales por planta (Fig. 3 d).
El cv. Rocha present6 las plantas mas altas (Fig. 3 a) y mayor nimero de hojas secas (Fig. 3 c)
y el cv. Bl. Sta. Catarina la mayor cantidad de hojas totales por planta (Fig. 3 d). EI nimero de
nudos no evidencio diferencias significativas en relacion al genotipo y a las dosis probadas del
bioestimulante (Fig. 3 b).

A los 14 dias de la aclimatizacion en cAmara de cultivo se registraron diferencias significativas
debidas al genotipo sobre la altura de plantas de mandioca (Fig. 4 a), el nimero de nudos (Fig.
4 b) y el nimero de hojas totales por planta (Fig. 4 d). En el cv. Rocha se registraron las plantas
de mayor altura (Fig. 4 a) y en cv. Bl. Sta. Catarina se observaron las plantas con mayor
numero de nudos (Fig. 4 b) y hojas totales por planta (Fig. 4 d). EI nGmero de hojas secas no
manifestd diferencias significativas en relacion al genotipo y a las dosis probadas del
bioestimulante (Fig. 4 c).

A los 21 dias de la aclimatizacion en cAmara de cultivo se registraron diferencias significativas
debidas al genotipo sobre la altura de plantas de mandioca (Fig. 5 a) y el nimero de nudos (Fig.
5b). En el nimero de hojas totales por planta evidencio una interaccion significativa (P< 0,05)
entre el genotipo y distintas dosis de Inicium® (Fig. 5 d). En el cv. BI. Sta. Catarina se registrd
el mayor numero de hojas, destacAndose el tratamineto testigo de dicho cultivar en relacion a
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los restantes tratados o no con Inicium® (Fig. 5 d). EI nimero de hojas secas no manifestd
diferencias significativas en relacion al genotipo y a las dosis probadas del bioestimulante (Fig.
5¢).

A los 28 dias totales de aclimatizacion se registraron diferencias significativas debidas al
genotipo sobre el numero de hojas secas, siendo el cv. Palomita la que menor hojas secas
presento (Fig. 6 ¢). En la altura de plantas de mandioca (Fig. 6 a), el nimero de nudos (Fig.6 b)
y en el niamero de hojas totales por planta (Fig.6 d) no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos.

En lo referente al contenido relativo de clorofila medido con SPAD manifesto diferencias
estadisticas en relacion a la aplicacion del bioestimulante respecto del control (P<0,0001) y al
genotipo siendo mas alto en el cv. Bl. Sta. Catarina (P<0,0003). A los 14 y 21 dias de la
aclimatizacion en camara de cultivo y a los 28 dias totales de aclimatizacion, la interaccion
entre el genotipo y las diferentes dosis de Inicium® resultd significativa sobre el contenido
relativo de clorofila (P<0,05). A los 14 dias solamente el cv. Rocha demostré contenidos de
clorofila mayores en plantas tratadas con Inicium® respecto del tratamiento testigo (Fig. 7 a).
A los 21 dias, en los tres cultivares se denotd el efecto positivo de la aplicacion de Inicium®
(Fig. 7 b), lo cual a los 28 dias totales de aclimatizacion se mantuvo en los cvs. Rocha y BI. Sta.
Catarina (Fig. 7 c), siendo mejor la dosis de 22,7 ml respecto del control.

A los 28 dias totales de aclimatizacion se observo interaccion significativa entre el genotipo y
la aplicacion de Inicium®, para el PF y el PS de tallo (Fig. 8 ay d) y raices (Fig. 8 by e) y en
el PS de hojas. (Fig. 8 f). EI PF y PS de tallo (Fig. 8 ay d) y raices (Fig. 8 by e) y el PS de
hojas (Fig. 8 f) se vid favorecido notablemente con la aplicacién de Inicium® en el cv. Rocha.
En el cv. BIl. Sta. Catarina se registraron valores altos en el PF y el PS de tallo (Fig. 8ayd)y
raices (Fig. 8 b y e) y en el PS de hojas respecto del cv. Palomita (Fig. 8 f), aunque no se
evidencié diferencias significativas cuando se compararon las aplicaciones de Inicium® vs. los
respectivos testigos. El genotipo generd diferencias estadisticas significativas para el PF de
hojas (Fig. 8 ¢) y el area foliar (Fig. 8 g), siendo el cv. Bl. Sta. Catarina el que manifesto mayor
PF de hojas (Fig. 8 c) y el mayor area foliar (Fig. 8 g) y el cv. Palomita el que presentd los
valores mas bajos. En la variable PF de hojas ademas de observarse diferencias debidas al
genotipo, se evidenciaron diferencias significativas relacionadas a las diferentes dosis aplicadas
de Inicium®, siendo la menor dosis (I11) la que generd mayor peso (Fig. 8 c).
Independientemente de loscultivares, las variables altura de plantas de mandioca (Fig. 9 a),
numero de nudos (Fig. 9 b), hojas secas (Fig. 9 c), y hojas totales por planta (Fig. 9 d), son
mayores al final de la aclimatizacion (28 dias de su transferencia) respecto de su condicion
inicial como planta regenerada in vitro.

En plantas de mandioca in vitro y ex vitro luego de 28 dias de su transferencia se registraron
diferencias significativas debidas al genotipo sobre la altura de plantas de mandioca (Fig. 9 a) y
el nimero de nudos (Fig. 9 b); en plantas aclimatizadas del cv. Rocha se observaron las plantas
mas altas (Fig. 9 a) y en el cv. Palomita el menor nimero de nudos (Fig. 9 b).

En la variable nimero de hojas secas ademas de presentarse diferencias entre las plantas in
vitro y aclimatizadas ex vitro se manifiestaron diferencias debidas al genotipo (Fig. 9 c).

El contenido medio de clorofila medido con SPAD no evidencio diferencias significativas
(P>0,05) cuando se compararon plantas in vitro sin aclimatizar con plantas ex vitro
aclimatizadas luego de 28 dias de su transferencia, independientemente del cultivar (Fig. 9 e).
Las variables PF y PS de tallo (Fig. 11 a y d) y hojas (Fig. 11 c y f) y el area foliar (Fig. 11 g)
fueron mayores al final de la aclimatizacion (28 dias totales de aclimatizacion) respecto de su
condicion inicial como planta regenerada in vitro, independientemente del genotipo,. En el caso
del PF y PS de raices se observaron diferencias entre plantas in vitro y aclimatizadas ex vitro
luego de 28 dias de su transferencia en los cvs. Rocha y Bl. Sta. Catarina. En el cv. Palomita no
se observaron diferencias significativas en las variables PF y PS de raices (Fig. 11 bye).
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Figura 2: Efecto del genotipo y la aplicacion de distintas dosis de Inicium® sobre la
supervivencia en plantas de mandioca a los 7 dias (a), 14 dias (b) y 21 dias (c) de la
aclimatizacion en camara de cultivo y a los 7 dias de ser transferidas a condiciones ambientales
externas (28 dias totales de aclimatizacion) (d).
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Figura 3: Efecto del genotipo y la aplicacion de distintas dosis de Inicium® sobre la altura de
plantas de mandioca (a), numero de nudos (b), nimero de hojas secas (C) y nimero de hojas
totales por planta (d), a los 7 dias de la aclimatizacién en camara de cultivo.
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Referencias: Letras distintas indican diferencias significativas debidas al genotipo (mayusculas) segin el Test de
Comparaciones Multiples de Duncan (P<0,05).



Figura 4: Efecto del genotipo y la aplicacion de distintas dosis de Inicium® sobre la altura de
plantas de mandioca (a), nimero de nudos (b), nimero de hojas secas (c) y nimero de hojas
totales por planta (d), a los 14 dias de la aclimatizacion en cdmara de cultivo.
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Referencias: Letras distintas indican diferencias significativas debidas al genotipo (mayusculas) segin el Test de
Comparaciones Multiples de Duncan (P<0,05).

Figura 5: Efecto del genotipo y la aplicacion de distintas dosis de Inicium® sobre la altura de
plantas de mandioca (a), numero de nudos (b), nimero de hojas secas (c) y nimero de hojas
totales por planta (d), a los 21 dias de la aclimatizacion en cdmara de cultivo.
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Referencias: Letras distintas indican diferencias significativas debidas al genotipo (mayusculas) y a la interaccion genotipo vs.
dosis del bioestimulante (d) segun el Test de Comparaciones Multiples de Duncan (P<0,05).

13



Figura 6: Efecto del genotipo y la aplicacion de distintas dosis de Inicium® sobre la altura de
plantas de mandioca (a), nimero de nudos (b), nimero de hojas secas (c) y nimero de hojas
totales por planta (d) a los 7 dias de ser transferidas a condiciones ambientales externas (28 dias
totales de aclimatizacion).
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Referencias: Letras distintas indican diferencias significativas debidas al genotipo (mayusculas) segin el Test de
Comparaciones Mdltiples de Duncan (P<0,05).

Figura 7: Efecto del genotipo y la aplicacion de distintas dosis de Inicium® sobre el contenido
relativo de clorofila medido con SPAD en plantas de mandioca a los 14 dias (a) y 21 dias (b) de
la aclimatizacion en camara de cultivo y a los 7 dias de ser transferidas a condiciones
ambientales externas (28 dias totales de aclimatizaci)ién) (©).
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Referencias: Letras distintas indican diferencias significativas debidas a la interaccion genotipo vs. dosis del bioestimulante

(mayusculas) segn el Test de Comparaciones Multiples de Duncan (P<0,05).
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Figura 8: Efecto del genotipo y la aplicacion de distintas dosis de Inicium® sobre el peso
fresco (PF) de tallo de plantas de mandioca (a), raices (b), hojas (c), peso seco (PS) de tallo (d),
raices (e), hojas (f) y area foliar (g) a los 7 dias de ser transferidas a condiciones ambientales

externas (28 dias totales de aclimatizacion).
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Referencias: Letras distintas indican diferencias significativas debidas al genotipo (mayusculas), a las dosis del bioestimulante
(mindsculas) y su interaccion (mayusculas) segun el Test de Comparaciones Multiples de Duncan (P<0,05).
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Figura 9: Altura de plantas (a), nimero de nudos (b), nimero de hojas secas (c), nimero de
hojas totales (d) y contenido relativo de clorifila SPAD (e) en plantas in vitro de mandioca sin
aclimatizar y en plantas ex vitro aclimatizadas luego de 28 dias de su transferencia.
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Referencias: Letras distintas indican diferencias significativas debidas al genotipo (mayusculas), a su condicion in vitro vs. ex
vitro (mindsculas) y su interaccion (mayusculas) segun el Test de Comparaciones Multiples de Duncan (P<0,05).
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Figura 10: Aspecto de las plantas de 3 cultivares de mandioca regeneradas in vitro al
momento de ser transferidas a condiciones ex vitro y plantas aclimatizadas ex vitro luego
de 28 dias de su transferencia.

Referencias: a, c y e: plantas regeneradas in vitro; b, d y f: plantas aclimatizadas ex vitro tratadas con
22,7 ml de Inicium ®, luego de 28 dias de su transferencia; a y b: plantas del cultivar Palomita; c y d:
plantas del cultivar Rocha; e y f: plantas del cultivar Blanca de Santa Catarina; a-f: barras =5 cm.
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Figura 11: Peso fresco (PF) de tallo (a), PF de raices (b), PF de hojas (c), peso seco (PS) de
tallo (d), PS de raices (e), PS de hojas (f) y area foliar (g) en plantas in vitro de mandioca sin
aclimatizar y en plantas ex vitro aclimatizadas luego de 28 dias de su transferencia.
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Referencias: Letras distintas indican diferencias significativas debidas al genotipo (mayUsculas) y a su condicién in vitro vs.

ex vitro (minGsculas) segin el Test de Comparaciones Multiples de Duncan (P<0,05).
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Experimento 2: Efecto del genotipo y la edad de las plantas in vitro de mandioca sobre sobre
la aclimatizacion.

La supervivencia de plantas de mandioca evaluadas a los 7, 14 y 21 dias de aclimatizacion en
camara de cultivo y a los 7 dias de ser transferidas a condiciones ambientales externas (28 dias
totales de aclimatizacion) no evidencié diferencias significativas en relacion al genotipo y a las
edades de las plantas (30, 45 y 60 dias) (P>0,05). Los valores promedios de supervivencia
fueron altos (89 % a 100%), incluso en plantas transferidas a la intemperie (Fig. 12 a, b, c, d),
momento en que la temperatura media (24,69°C) fue inferior a la de la camara de cultivo
(27°C) y la radiacion PAR media (364 pmol.m-2.s-1) fue mayor (2 veces mas) al valor
registrado en la cdmara de cultivo (116 pmol.m-2.s-1) (Tabla 4).

A los 7 dias de la aclimatizacion en camara de cultivo se registraron diferencias significativas
debidas al genotipo sobre el nimero de nudos (Fig. 13 b), nimero de hojas secas (Fig.13 ¢) y
numero de hojas totales por planta (Fig.13 d); el cv. Bl. Sta. Catarina presentd el mayor nimero
de hojas (Fig.13 d) y mayor nimero de nudos (Fig.13 b). La interaccién entre el genotipo y la
edad de las plantas in vitro fue significativa sobre la altura de plantas (P<0,05), registrandose
mayores valores de altura cuando se emplearon plantas de 45 y 60 dias de edad en los cvs.
Palomita y Rocha, y plantas de 45 dias en el cv. Bl. Sta. Catarina (Fig. 13 a). También se
registraron diferencias significativas debidas a la edad de las plantas in vitro sobre el nimero
de nudos (Fig. 13 b) y hojas secas (Fig. 13 ¢); plantas de 45 y 60 dias manifestaron un mayor
namero de nudos y hojas secas en los 3 cultivares (Fig. 13 by c).

A los 14 dias de la aclimatizacion en camara de cultivo, se registraron diferencias significativas
debidas al genotipo sobre la altura de plantas (Fig. 14 a), nimero de nudos (Fig. 14 b) y
numero de hojas secas por planta (Fig. 14 c). El cv. Rocha presento las plantas de mayor altura
(Fig. 14 a), en el cv. BI. Sta. Catarina se observo el mayor numero de nudos (Fig. 14 b) y en el
cv. Palomita las plantas de menor nimero de hojas secas (Fig. 14 c). Ademas se registraron,
diferencias significativas debidas a las distintas edades de las plantas in vitro sobre el nimero
de nudos; con las edades de 45 y 60 se observaron plantas con mayor nimero de nudos en
todas los 3 cultivares (Fig. 14 b). En la variable nimero de hojas totales por planta no se
registraron diferencias significativas debidas al genotipo ni a las distintas edades de plas
plantas in vitro (P>0,05) (Fig. 14 d).

A los 21 dias de la aclimatizacion en cdmara de cultivo, se observaron diferencias significativas
debidas al genotipo en la altura de plantas de mandioca (Fig. 15 a) y en el nimero de nudos
(Fig. 15 b). En el cv. Rocha se evidenciaron las plantas de mayor altura (Fig. 15 a) y en el cv.
Bl. Sta. Catarina se observaron las plantas con mayor nimero de nudos (Fig. 15 b). No se
registraron diferencias significativas debidas al genotipo ni a las distintas edades de plantas in
vitro sobre el nimero de hojas totales (P>0,05) (Fig. 15 d). Sin embargo, en el nimero de hojas
secas por planta, la interaccion entre el genotipo y las distintas edades de las plantas in vitro fue
significativa (P<0,05) (Fig. 15 c).

A los 28 dias totales de aclimatizacion, se observaron diferencias significativas debidas al
genotipo sobre la altura de plantas de mandioca (Fig. 16 a), el nimero de nudos (Fig. 16 b), el
nimero de hojas secas (Fig. 16 c) y el nimero de hojas totales por planta (Fig. 16 d). El cv.
Rocha presento las plantas més altas (Fig. 16 a); en el cv. Bl. Sta. Catarina se observo las
plantas con mayor nimero de nudos (Fig. 16 b) y nimero de hojas totales (Fig. 16 d) y en el cv.
Palomita se registrd6 el menor nimero de hojas secas (Fig. 16 c). Se evidencié ademas
diferencias significativas debidas a las distintas edades sobre el nimero de nudos y nimero de
hojas secas. Las plantas de 45 dias presentaron los mayores valores en el nimero de nudos con
respecto a las de 30 dias (Fig. 16 b) y plantas de 45 y 60 dias de edad fueron las que mostraron
el mayor numero de hojas secas en los 3 cultivares (Fig. 16 c).

19



A los 14 y 21 dias de la aclimatizacion en cdmara de cultivo y a los 28 dias totales de
aclimatizacion s6lo se notaron diferencias significativas debidas al genotipo sobre el contenido
relativo de clorofila (P<0,05).(Fig. 17 a, b y ¢). A los 14 y 21 dias en el cv. Palomita se
registranon los mayores valores de el contenido relativo de clorofila (Fig. 17 ay b) y a los 28
dias totales de aclimatizacion en los cvs. Palomita y Bl. Sta. Catarina (Fig. 17 ¢). En las 3
fechas de toma de datos el cv Rocha demostrd los menores valores del contenido relativo de
clorofila respecto de los otros cultivares evaluados.

A los 28 dias de aclimatizacion, se evidenciaron diferencias significativas debidas al genotipo
en las variables PF y PS de tallos (Fig. 18 a y d), raices (Fig. 18 b y e) y hojas (Fig. 18 cyf) y
area foliar por planta (Fig. 18 g). En el PF y PS de tallo el cv. Palomita presenté menores pesos
que el cv. BI. Sta. Catarina y el cv. Rocha (Fig. 18 a y d). Se registraron mayores PF y PS de
raices (Fig. 18 b y e) y hojas (Fig. 18 c y f ) y mayores valores de area foliar por planta (Fig. 18
g) en el cv. Bl. Sta. Catarina. Se observaron diferencias significativas debidas a las diferentes
edades de las plantas in vitro empleadas para la aclimatizacion sobre el PF de tallos de plantas
aclimatizadas, obteniéndose mayores pesos con plantas de 45 y 60 dias de edad (Fig. 18 a).
Independientemente del genotipo, la altura de plantas de mandioca (Fig. 19 a), el nimero de
nudos (Fig. 19 b), nimero de hojas secas (Fig. 19 c), nimero de hojas totales por planta (Fig.
18 d).y contenido relativo de clorofila (Fig. 19 e) fueron mayores al final de la aclimatizacién
(28 dias de su transferencia) respecto de su condicion inicial como planta regenerada in vitro.
En plantas de mandioca in vitro y aclimatizadas ex vitro se registraron diferencias significativas
debidas al genotipo sobre el numero de nudos (Fig. 19 b), nimero de hojas secas (Fig. 19 ¢),
numero de hojas totales por planta (Fig. 19 d) y contenido relativo de clorofila medido con
SPAD (Fig. 19 e). En plantas aclimatizadas del cv. Bl. Sta. Catarina, se observaron las plantas
con mayor nimero de nudos (Fig. 19 b) y nimero de hojas totales por planta (Fig. 19 d). Las
plantas del cv. Rocha demostraron los menores contenidos relativos de clorofila (Fig. 19 e). En
el cv. Palomita se cuantificé el menor nimero de hojas secas (Fig. 19 c).

Independientemente de los cultivares, las variables PF y PS de tallo (Fig. 20 ay d) y hojas (Fig.
20 cy f) y el &rea foliar (Fig. 20 g) fueron mayores al final de la aclimatizacion (28 dias de su
transferencia) respecto de su condicién inicial como planta regenerada in vitro. En el caso del
PF y PS de raices (Fig. 20 b y e) se observaron diferencias entre plantas in vitro y las
aclimatizadas ex vitro solo en los cvs. Rocha y Bl. Sta. Catarina. En el cv. Palomita no se
observaron diferencias significativas en las variables PF y PS de raices.

En plantas de mandioca in vitro y aclimatizadas ex vitro se notaron diferencias significativas
debidas al genotipo sobre el PF y PS de tallo (Fig. 20 a y d) y PF de hojas (Fig. 20 c). En el cv.
Palomita se registraron los menores PF y PS de tallo (Fig. 20 a y d) y en el cv. Bl. Sta. Catarina
se observaron los mayores PF de hojas (Fig 20 c).
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Figura 12: Efecto del genotipo y la edad de las plantas in vitro de mandioca sobre la
supervivencia a los 7 dias (a), 14 dias (b) y 21 dias(c) de la aclimatizacién en cdmara de cultivo
y a los 7 dias de ser transferidas a condiciones ambientales externas (28 dias totales de

aclimatizacion) (d).
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Figura 13: Efecto del genotipo y la edad de las plantas in vitro de mandioca sobre la altura de
plantas (a), numero de nudos (b), nimero de hojas secas (c) y numero de hojas totales por
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Referencias: Letras distintas indican diferencias significativas debidas al genotipo, a las dosis del bioestimulante
(minusculas) y su interaccion (mayusculas) segin el Test de Comparaciones Multiples de Duncan (P<0,05).
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Figura 14: Efecto del genotipo y la edad de las plantas in vitro de mandioca sobre la altura de
plantas (a), numero de nudos (b), nimero de hojas secas (c) y numero de hojas totales por
planta (d), a los 14 dias de la aclimatizacién en camara de cultivo.
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Referencias: Letras distintas indican diferencias significativas debidas al genotipo y a las dosis del bioestimulante
(minusculas) segtin el Test de Comparaciones Multiples de Duncan (P<0,05).

Figura 15: Efecto del genotipo y la edad de las plantas in vitro de mandioca sobre la altura de
plantas (a), numero de nudos (b), nimero de hojas secas (c) y numero de hojas totales por
planta (d), a los 21 dias de la aclimatizacién en camara de cultivo.
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Referencias: Letras distintas indican diferencias significativas debidas al genotipo y a la interaccion genotipo vs.
dosis del bioestimulante segun el Test de Comparaciones Multiples de Duncan (P<0,05).
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Figura 16: Efecto del genotipo y la edad de las plantas in vitro de mandioca sobre la altura de
plantas (a), numero de nudos (b), nimero de hojas secas (c) y numero de hojas totales por
planta (d), a los 7 dias de ser transferidas a condiciones ambientales externas (28 dias totales de
aclimatizacion).
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Referencias: Letras distintas indican diferencias significativas debidas al genotipo y a las dosis del bioestimulante
(minusculas) segln el Test de Comparaciones Miltiples de Duncan (P<0,05).

Figura 17: Efecto del genotipo y la edad de las plantas in vitro de mandioca sobre el contenido
relativo de clorofila medido con SPAD a los 14 dias (a) y 21 dias (b), de la aclimatizacion en
camara de cultivo y a los 7 dias de ser transferidas a condiciones ambientales externas (28 dias
totales de aclimatizacion).
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Referencias: Letras distintas indican diferencias significativas debidas al genotipo (mayUsculas) segun el Test de
Comparaciones Mdltiples de Duncan (P<0,05).
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Figura 18: Efecto del genotipo y la edad de las plantas in vitro de mandioca sobre el peso
fresco de tallo de plantas de mandioca (a), peso fresco de raices (b), peso fresco de hojas (c),
peso seco de tallo (d), peso seco de raices (e), peso seco de hojas (f) y area foliar (g) a los 8
dias de ser transferidas a condiciones ambientales externas (28 dias totales de aclimatizacion).
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Referencias: Letras distintas indican diferencias significativas debidas al genotipo (mayusculas) y a las dosis del
bioestimulante (minGsculas) segun el Test de Comparaciones Mdltiples de Duncan (P<0,05).



Figura 19: Altura de plantas (a), nimero de nudos (b), nimero de hojas secas (c), himero de
hojas totales (d) y contenido relativo de clorifila medido con SPAD (e) en plantas in vitro de
mandioca sin aclimatizar y en plantas ex vitro aclimatizadas derivadas de plantas de 45 dias de
edad luego de 28 dias de su transferencia.
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Referencias: Letras distintas indican diferencias significativas debidas al genotipo (mayusculas), a su condicién in
vitro vs. ex vitro (minGsculas) y su interaccién (mayusculas) segln el Test de Comparaciones Multiples de Duncan
(P<0,05).



Figura 20: Peso fresco (PF) de tallo (a), PF de raices (b), PF de hojas (c), peso seco (PS) de
tallo (d), PS de raices (e), PS de hojas (f) y area foliar (g) de plantas in vitro de mandioca sin
aclimatizar y en plantas ex vitro aclimatizadas derivadas de plantas de 45 dias de edad luego de
28 dias de su transferencia.
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Referencias: Letras distintas indican diferencias significativas debidas al genotipo (maydusculas), a su condicién in

vitro vs. ex vitro (minGsculas) y su interaccién (mayusculas) segin el Test de Comparaciones Multiples de Duncan
(P<0,05).



Figura 21: Aspecto de las plantas de mandioca cv. Blanca de Santa Catarina regeneradas
in vitro con 30, 45 y 60 dias de edad al momento de ser transferidas a condiciones ex vitro
y plantas aclimatizadas ex vitro luego de 28 dias de su transferencia.

Referencias: a, c y e: plantas regeneradas in vitro con 30, 45 y 60 dias de edad, respectivamente; b, d
y f: plantas aclimatizadas ex vitro tratadas con 22,7 ml de Inicium ®, luego de 28 dias de su
transferencia; a-f: barras = 5 cm.
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Discusion:

La transferencia de las plantas in vitro a condiciones ex vitro es la etapa final de la
micropropagacion y es uno de los momentos mas criticos del proceso ya que el mayor
porcentaje de pérdidas de plantas producidas in vitro ocurren en su fase de transferencia al
suelo (Roca, 1991). El transplante es un proceso traumatico para las plantas, estas sufren un
estres microcliméatico cuando pasan de los frascos cerrados a las mini cdmaras hdmedas
(Segovia et al., 2002), esto se debe a que durante el cultivo in vitro las plantulas crecen bajo
condiciones disimiles al ambiente externo, se desarrollan bajo condiciones especiales, en tubos
cerrados casi hermeticos al aire que impide la contaminacion microbiana, disminuye la
turbulencia del aire que aumenta la capa limite de la hoja y restringe el flujo de entrada de CO,
y la salida de gases de los haces conductores. La atmosfera interna se caracteriza por presentar
una variacion diurna considerable en la concentracion de CO,, humedad relativa elevada,
temperatura constante o en un rango considerado 6ptimo para las plantas e intensidad luminica
baja. A su vez, el medio de cultivo estd compuesto por concentraciones elevadas de azlcares
como fuente de carbono y energia, sales y reguladores del crecimiento. Todas estas condiciones
dan como resultado la formacion de vitroplantas que pueden presentar anormalidades
morfoldgicas, anatdmicas y fisiologicas (Preece y Sutter, 19eixeira et al., 1995; Kozai, 1991,
Pospisilova et al., 1992, 1997; Buddendorf-Joosten y Woltering, 1994; Desjardins, 1995; Kozai
y Smith, 1995; Mroginski et al., 2010), caracterizadas por tener un debilitado aparato
fotosintético (Luya, 1999) debido a los bajos contenidos de pigmentos del aparato fotosintético
y el desarrollo de cloroplastos con granas desorganizadas (Preece y Sutter, 1991; Inoue et al.,
1999), retraso en el desarrollo de cuticulas cerosas (Luya, 1999; Amar et al., 1995), escasa
funcionalidad del aparato estomatico debido a la alteracion en la forma de las células oclusivas
(Luya, 1999; Ziv, 1991; Diez y Gil, 1999), ineficiencia de los tejidos de sostén debido a la
reducida presencia de colénquima y esclerénquima (Preece y Sutter, 1991; Framton et al.,
1998), absorcion y transporte de agua ineficiente, debido a una conexion vascular incompleta o
deficiente entre la raiz y el vastago y excesiva pérdida de agua por transpiracion que puede
generar la muerte por deshidratacion (Luya, 1999).

Las plantas deberan corregir todas estas caracteristicas anormales cuando son transferidas al
ambiente externo, por esta razon es necesaria la aplicacion de técnicas de adaptacion al pasar
de condiciones in vitro a ex vitro.

Este periodo de adaptacion gradual al nuevo hébitat es llamado fase o etapa de aclimatizacion
(Mroginski et al., 2010). La aclimatizacion es una etapa fundamental en un sistema de
micropropagacion porque dependen de ella la eficiencia del proceso y la calidad final de las
plantas producidas in vitro (Agramonte Pefialver, 1998).

En el presente estudio se observo que la supervivencia ex vitro de plantas de mandioca
evaluadas durante 28 dias totales de aclimatizacion (21 dias en camara de cultivo y 7 dias en
condiciones ambientales externas) fue alta (89% a 100%), no manifestando diferencias
significativas debidas al genotipo y a las diferentes dosis probadas de un bioestimulante
(Inicium ®). Resultados similares han sido informado para seis landraces brasileros de
mandioca (92%) (Pedroso de Oliveira et al., 2000), en el cv. venezolano Tempranita (99,11%)
(Sanchez, 1991) y en el cv. EC118 donde obtuvieron altos porcentajes de supervivencia (96-
100%), independientemente del sustrato utilizado (Cavallero et al., 2012). Zimmerman et al.
(2007) también informaron valores de supervivencia mayores al 95%, al aclimatizar plantas de
mandioca enraizadas in vitro en vermiculita, disminuyendo de este modo los dafios que se
producen en las raices durante la remocion del agente gelificante. Por el contrario, Marin et al.
(2008) registraron una sobrevida de plantas del 57,5% al 0%, Broomes y Lacon (1995)
obtuvieron una sobrevida de 82% al finalizar la primera semana de aclimatizacion de plantas in
vitro derivadas de medio liquido y Azcon Aguilar et al. (1997) s6lo lograron 75% de
supervivencia inoculando plantas de mandioca con Glomus desserticola a pesar de la
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expectativa de optimizacion que tuvieron con la aplicacién de esta practica.

La mortandad de vitroplantas en esta etapa es un factor de alto riesgo si no se tienen
establecidas las condiciones adecuadas para este proceso de adaptacion y el estrés puede
afectar en pocas horas la supervivencia del individuo (Reigosa et al., 2004). Perez (1998)
afirma que hay grandes pérdidas de plantulas cuando no existe un area con las condiciones
necesarias para una correcta aclimatizacion; debe existir un control estricto de las factores
ambientales, practicamente se requiere simular las condiciones del ambiente in vitro hasta que
las plantas se adapten a las nuevas condiciones (Ziv, 1991; Haggman et al., 1999; Sanchez,
2000). Ramirez et al. (1999) sefialan que lo mas importante de la aclimatizacion es garantizar
que las plantas que se extraen del ambiente controlado no mueran, es decir, alcanzar altos
porcentajes de supervivencia. Por ello, resulta imprescindible evitar la exposicion a
temperaturas extremas, establecer la temperatura ambiente entre los 25-30 °C durante la
estacion estival, mientras que en la época invernal por encima de los 18-20 °C (Mroginski et
al., 2010). El control de la intensidad de la luz en esta fase es también importante ya que las
plantas provienen de un ambiente con intensidad baja, por lo tanto ésta se debe regular para
evitar la fotoinhibicion y fotooxidacion del aparato fotosintético (Agramonte et al., 1998).
Nutman (1973) hizo referencia a que los excesos de iluminacion solar tenian efectos negativos
sobre la fotosintesis y la tasa de asimilacion neta y que ambas podian mejorar regulando la
luminosidad. Jiménez Terry et al. (2001) obtuvieron los mejores resultados de supervivencia
cuando la iluminacion fue menor de 75% en la primera semana de transplante de las plantas in
vitro; ellos sugieren regular la intensidad de la iluminacion durante la primera semana a 25 6
50% e incrementar la misma al 50 6 75% en la segunda semana. Por otra parte, es importante
tener en cuenta que si bien hubo diferencias de supervivencia en funcion de las variaciones de
iluminacion, las mismas no ocasionaron diferencias significativas en el nimero de hojas y
entrenudos. Numerosos autores se han referido a la necesidad de una alta humedad relativa
durante la fase de aclimatacion de vitroplantas, tanto herbaceas como lefiosas, sobre todo para
evitar el exceso de la transpiracion, hasta que logren un adecuado desarrollo de los estomas, la
cuticula y el sistema radical (Ziv, 1991); sin embargo, casi ninguno ha realizado un anélisis
profundo acerca de las caracteristicas del régimen de riego necesario ni al periodo que deben
permanecer las vitroplantas en esas condiciones.

La eficiencia del proceso de adaptacion depende, entre otros factores, de la eleccion del sistema
de transplante (cultivo en sustrato solido o liquido), la seleccion del sustrato y de la obtencién
de una relacion balanceada entre los componentes de la mezcla, que asegure una buena
supervivencia (Diaz et al., 2004). Dicho material deberd permitir la formacion de un pan de
sustrato con una buena estructura. Se trata de materiales solidos y porosos, de origen natural o
sintético, que solos o en mezclas, permiten un crecimiento adecuado de las plantas en
condiciones controladas (Abad, 1989). Dependiendo de la composicién quimica de los
sustratos se conseguira un crecimiento rapido y vigoroso de las plantas in vitro, que conduzca a
obtener una planta de excelente calidad fisiolgica en la fase de aclimatizacién lo cual sera
muy favorable para realizar el trasplante a condiciones de campo (Agramonte, 2000). En
relacion a esto, Da Silva et al. (1995) no encontraron diferencias significativas en la
supervivencia, el area foliar y el numero de nudos al utilizar diferentes sustratos en la
aclimatizacion de plantas de mandioca. Cavallero et al. (2012), también observaron que la
supervivencia de plantas de mandioca in vitro aclimatizadas en cdmara de cultivo utilizando
diferentes métodos de rustificacion (transplante a sustrato solido o liquido) y distintos sustratos
(perlita, arena mas lombricompuesto, sustrato comercial Dynamics®, hidroponia en agua
corriente 0 en solucién nutritiva de Arnon y Hoagland, 1940), no difiridé entre tratamientos
siendo elevada en todos ellos (96% al 100%). Sin embargo, estos autores vieron que la
supervivencia a campo se vio afectada por distintas caracteristicas biométricas de las plantas
transferidas al suelo, siendo superior la sobrevida en las plantas aclimatizadas previamente en
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sustrato comercial o en hidroponia con solucién nutritiva. En correlacién con estos hallazgos,
los excelentes resultados registrados en esta tesina en la sobrevivencia ex vitro incluso en el
testigo, hacen pensar que el sustrato comercial utilizado para la transferencia de las plantas fue
ideal por ser equilibrado y con una buena dotacion de nutrientes asegurando asi una alta
supervivencia, independientemente de la dosis del bioestimulante ensayado.

Se sugiere que en el presente estudio la supervivencia fue alta en los diferentes tratamientos
incluido el testigo, merced a la buena calidad de las plantas obtenidas in vitro, a una
aclimatizacion gradual inicialmente transcurrida en una camara climatizada y también debido
al uso de un sustrato comercial enriquecido.

Otro factor que podria interferir en la supervivencia ex vitro durante la aclimatizacién de las
plantas obtenidas in vitro es la edad de las mismas al momento de transferirlas al ambiente
externo (Palee et al., 2012).

En este estudio se observé que independientemente del genotipo y de las edades de las plantas
in vitro (30, 45 y 60 dias) a ser aclimatizadas, la supervivencia de las plantas de mandioca
evaluadas a los 7, 14 y 21 dias de aclimatizacion en camara de cultivo y a los 7 dias de ser
transferidas a condiciones ambientales externas (28 dias totales de aclimatizacion) fue exitosa,
ya que se registraron valores promedios del 89 al 100% de supervivencia. Palee et al. (2012)
informaron que la supervivencia ex vitro de Stemona curtisii Hook.f. varié con la edad de las
plantas al momento de ser transferidas al suelo para su aclimatizacion, siendo ideal el empleo
de plantas in vitro de 30 y 60 dias. Estos autores justifican el éxito de las plantas de 30 y 60
dias en la aclimatizacion debido a su menor nimero de hojas al momento del transplante con
respecto a plantas de 90 dias, evitandole una mayor deshidratacion que podia resultar letal. Da
Silva et al. (1995) estudiando el efecto de las edades de las raices emergidas in vitro, substratos
y especies sobre la aclimatizacion ex vitro en invernadero de palo santo (Kielmeyera coreacea),
mandioca (Manihot esculenta), batata (Ipomoea batatas) y frambuesa (Rubus idaeus), en 3
edades (0-3, 7-10 y 15-18 dias post-enraizamiento) y 4 sustratos (mezcla del subsuelo: latosol
rojo con textura muy arcillosa, mas arena y estiércol de corral; compostaje organico; compost
organico comercial y vermiculita), observaron que la sobrevivencia estuvo ligada al genotipo y
no fue influenciada por los sustratos ni las edades de enraizamiento. En papa, se obtuvo una
supervivencia superior cuando las plantas in vitro tenian un mayor tamafio al momento de ser
transferidas ex vitro, siendo mayor al emplear plantas de 4 cm vs. 2 a 4 cm y menor a 2 cm
(Peérez, 1998).

Los resultados obtenidos en esta tesina indican que el genotipo influy6 significativamente sobre
algunos pardmetros de crecimiento de las plantas de mandioca aclimatizadas ex vitro. Este
efecto pronunciado del genotipo sobre el crecimiento de las plantas derivadas de condiciones in
vitro (altura de plantas, nimero de nudos y longitud de raices) coincide con lo observado por
Roca (1983), Albarran et al. (2003) y Marin et al. (2008). Similares resultados fueron
obtenidos por Péez (1989), Litz y Jarret (1991).

Por otra parte, si bien Da Silva et al. (1995) no hallaron diferencias significativas en la
supervivencia, el area foliar y el nimero de nudos al utilizar distintos sustratos en la
aclimatizacion de plantas de mandioca como ya se habia mencionado, si observd que el
genotipo de las plantas in vitro afecta el nimero de hojas y é&rea foliar de las plantas
aclimatizadas y que la edad inicial de las mismas influye significativamente sobre su area
foliar. Cavallero et al. (2012) no observaron diferencias significativas en la supervivencia de
plantas de mandioca en camara de cultivo en relacion a los diferentes métodos de rustificacion
y distintos sustratos utilizados, pero si las hallaron en las variables area foliar, peso fresco y
seco de raices, tallos y hojas, peso total y biomasa radical, condicion que influy6é en la
respuesta en condiciones de campo, donde la supervivencia fue elevada en las plantas
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aclimatizadas en sustrato comercial y en hidroponia con solucion nutritiva, presentando los
mayores Vvalores de peso fresco total y de raices, mayor particién de biomasa a raices tuberosas,
mayor produccion y rendimiento de raices tuberosas. Es probable que el mayor desarrollo
radical en esos tratamientos haya favorecido una mayor exploracion del suelo, permitiendo una
mejor absorcion de agua y nutrientes en las condiciones de campo, con respecto al resto de los
tratamientos y al control. Pérez (1998) trabajando con papa, observo que plantas de 4 cm
sometidas a la aclimatizacién lograban la mayor supervivencia, el mayor nimero de nudos y la
mayor longitud del tallo con respecto a plantas in vitro mas pequefias.

Con referencia al bioestimulante Inicium®, el mismo es comercializado en el mercado como
un producto natural compuesto por péptidos de bajo peso molecular con gran actividad
radicular y desarrollado especialmente para superar el estrés al transplante (Botta et al., 2009).
En este trabajo queda demostrado que la aplicacion de Inicium® produce mejores respuestas
que el testigo solo en algunas variables y que en algunos casos interacciona con el genotipo,
dependiendo también del tiempo de aclimatizacién. Ademas de registrarse diferencias
estadisticas PF y PS de de raices, lo notable es que se evidenciaron principalmente también
diferencias en variables aéreas (ie. numero de hojas totales, PF y PS de tallos y hojas y
contenido relativo de clorofila medido con SPAD). En la variable PF de hojas ademas de
observarse diferencias debidas al genotipo, se manisfetaron diferencias significativas en favor
de la menor dosis aplicada de Inicium® con respecto al testigo, siendo la que promovié un
mayor peso. Por otra parte, el contenido relativo de clorofila registrado en el primer
experimento, experimentd un aumento cuando se lo tratd con Inicium®. Komarova et al.
(2008) demostraron que existen transportadores en la membrana plasmatica de células
radiculares que permiten la adquisicion de N organico en forma de péptidos pequefios. De esta
manera, estos autores proveyeron evidencias de que era posible la adquisicion de péptidos
pequefios, asi como ya se habia demostrado la absorcién aminoéacidos, los cuales podrian ser
considerados como una fuente importante de N para los vegetales. También demostraron que
plantulas de Arabidopsis thaliana que sobreexpresaban el transportador de péptidos
(35S:AtPTRS5), aumentaban su crecimiento y su contenido de N cuando se las cultivaron en
medios con dipéptidos Alanina-Alanina, Prolina-Alanina o su combinacién como fuente de N
(Komarova et al., 2008). Por su parte, Rodriguez Mendoza et al. (1998), determinaron que
existe un alto coeficiente de regresion entre el contenido relativo de clorofila medido con
SPAD, el contenido de clorofila extractable y el contenido de N total, por lo que aumentos del
contenido de clorofila y peso de érganos aéreos podrian relacionarse a un mayor contenido de
N en la planta como consecuencia de la fertilizacion con Inicium®.

En el segundo experimento, donde las plantas fueron sometidas a una misma dosis del
bioestimulante, el contenido relativo de clorofila medido con SPAD varid con el genotipo
manteniéndose constante con respecto a la edad de la planta in vitro a aclimatizar.
Evidentemente el factor edad de la planta a aclimatizar no ejerceria un efecto significativo
sobre el contenido relativo de clorofila a diferencia del genotipo que influyd notablemente
sobre distintas variables biométricas.

Si bien hubo variaciones del contenido relativo de clorofila en el tiempo, al final de la
aclimatizacion de las plantas sometidas a distintas dosis de Inicium arribaron a valores
similares a la planta in vitro. Por otra parte, las plantas de 45 dias de edad a los 28 dias de su
aclimatizacion presentaron valores mas altos de contenido relativo de clorofila con respecto a
la planta inicial in vitro.

El estudio de los pigmentos es importante desde el punto de vista fisiologico ya que aporta
informacion sobre los cambios que puede sufrir un individuo durante su vida, cuando atraviesa
eventos de estrés y las consecuencias sobre su productividad. Las alteraciones en la
composicion de pigmentos fotosintéticos pueden estar relacionados con la fotoaclimatacion
(Richardson et al., 2002). Cuando se evaluo el efecto de diferentes fertilizantes y sustratos en el
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contenido de clorofila y N de plantas transplantadas de tomate no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos, pero si entre fechas de muestreo; los valores mas altos de
clorofila medidos con SPAD y de N se presentaron en plantas a los 45 dias después del
transplante, los cuales fueron disminuyendo conforme se desarrollo el cultivo (Rodriguez et al.,
1998). Segun Wilcox (1994) conforme transcurren los dias después del transplante y se
desarrolla la planta, el contenido de N en las hojas (el cual se relaciona altamente con el
contenido de clorofila) disminuye para incrementarse en la planta completa.

El bioestimulante Inicium® también ha sido desarrollado para disminuir o evitar el estrés que
pueden sufrir las plantas cuando se las exponen a factores abioticos (clima, suelo, manejo del
cultivo) y bioticos (plagas y patdgenos) que influyen perjudicialmente en su desarrollo. Frente
a una situacion de estrés, las plantas activan la expresion de proteinas de estrés que tienen
como funcién proteger a las células (Ruz et al., 2004). Fue asi que distintos investigadores
condujeron sus estudios hacia la busqueda de soluciones para los distintos tipos de estrés de las
plantas mediante el aporte exdgeno de aminoacidos libres y péptidos de muy bajo peso
molecular que sean absorbidos directamente por el vegetal via foliar y/o radicular sin necesidad
de mineralizacion previa, ahorrandose asi una serie de procesos metabdlicos que consumen
mayor energia (Gomis et al., 1987; Botta et al., 2009). Por otra parte, se demostré que estos
péptidos inducen al individuo a sintetizar proteinas de defensa (PR- 2 glucanasa y PR- 3
quitinasa) (Botta et al., 2008; Botta et al., 2009) y que sus aminoacidos derivados colaboran en
otros procesos metabdlicos, que son de importancia vital para la sobrevivencia de plantas
transplantadas (Buhl y Stewart, 1983; Gomis et al., 1987). La aplicacion de Inicium® también
aumentd la precocidad de la floracion, el namero de flores y la produccion en las parcelas
tratadas en fresa y en plantines de tomate para industria propicié un mayor desarrollo radicular,
mayor materia seca y mayor capacidad para soportar el transplante (Botta et al., 2008).

Es probable que el cuidado propiciado a las plantas de mandioca, la gradualidad del proceso de
transferencia y la composicion del sustrato comercial utilizado para la aclimatizacion empleado
en esta tesina, satisfizo adecuadamente las necesidades de las plantas, brindandole calidad
fisica y quimica capaz de sostener y promover el crecimiento de las plantas transplantadas,
incluso en el tratamiento testigo, no permitiendo demostrar mayores beneficios en el
crecimiento como consecuencia de la aplicacién de Inicium®. Quizés el uso de un sustrato
empobrecido haya podido maximizar las diferencias entre el testigo y los tratamientos con
aplicacion exdgena de bioestimulante, reafirmando su reconocida capacidad activadora del
crecimiento radical en todos los genotipos evaluados.

Con respecto a la edad de las plantas a ser trasnferidas ex vitro, a pesar de que las plantas in
vitro de mandioca de 45 y 60 dias fueron las que mostraron una mayor pérdida de hojas por
deshidratacion y abscision, aparentemente este hecho no incidid0 negativamente en su
aclimatizacion, independientemente del genotipo. En Stemona curtisii se observd que las
plantas sobrevivientes a la aclimatizacion formaron raices y hojas nuevas, y que las hojas in
vitro se deshidrataban, marchitaban y morian, lo cual se tornaba negativo cuando las plantas in
vitro a aclimatizar eran de 90 dias de edad y tenian numerosas hojas por planta (ca. 10 hojas)
(Palee et al., 2012). Si bien se ha sugerido que las hojas in vitro son muy sensibles a la pérdida
de agua y como consecuencia su deshidratacion pone en riesgo la supervivencia de las plantas
en aclimatizacion (Lavanya et al., 2009), en este trabajo las plantas in vitro de mandioca de 45
y 60 de edad a pesar de ser las de mayor cantidad de hojas iniciales y las que sufrieron las
mayores pérdidas de hojas no evidenciaron la letalidad esperada, si no al contario demostraron
una muy alta supervivencia (90-100%).

Independientemente del genotipo, cuando se compardé las plantas aclimatizadas ex vitro vs. las
plantas in vitro recién removidas del tubo se observo que las variables altura de plantas,
numero de nudos, hojas secas, hojas totales por planta, contenido relativo de clorofila (sélo en
el 2do. experimento), PF y PS de tallo y hojas y el area foliar fueron mayores al final de la
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aclimatizacion. En el PF y PS de raices se observaron diferencias entre plantas in vitro y
aclimatizadas ex vitro s6lo en los cvs. Rocha y Bl. de Sta. Catarina. En relacion a esto, la altura
de plantas, el nimero de nudos y el nimero de hojas totales aumento pero no llegd a duplicarse
en todos los casos, sin embargo el nimero de hojas secas se duplicd y el area foliar se
cuadriplicé, pasando de 5-10 cm? a 50-90 cm®. En relacién a esto, el nimero de hojas totales
varié poco con el paso del tiempo, pero si se analiza el peso de hojas in vitro vs. ex vitro se
cuadriplico, como consecuencia del crecimiento de la hojas (por aumento del area foliar) y no
tanto por la generacion de nuevas hojas. Por otra parte, el PF y PS de tallos se duplico, el PF y
PS de raices se duplicé dependiendo del genotipo y PF y PS de hojas se triplicé 0 mas.

Cuando la transferencia ex vitro fue exitosa, el aumento de su crecimiento puede ser enorme,
como se ha visto en plantas aclimatizadas de Nicotiana tabacum las cuales manifestaron un
aumento en altura, area foliar, nimero de hojas, masa seca total y por drganos varias veces
mayor que los valores iniciales registrados en plantas in vitro (Pospisilova et al., 1989;
Kadlecek, 1997; Kadlecek et al., 1998). A pesar de que en muchas especies se ha observado
que las hojas formadas in vitro no son capaces de seguir desarrollandose en condiciones ex
vitro y son sustituidas por hojas nuevas (Preece y Sutter, 1991; Diettrich et al., 1992), en esta
tesina se ha visto que si bien hay un aumento en el nGmero de hojas de las plantas de mandioca
aclimatizadas ex vitro, la superficie fotosintética es principalmente aumentada por el
incremento del area foliar.

Independientemente de las diferencias genotipicas, el crecimiento en longitud del tallo y la
formacién y retencion de las hojas y la ganacia de peso respecto a la condicion inicial
registradas en esta tesina, demuestran una significativa actividad y diferenciacion de los tejidos
meristematicos y 6rganos de las vitroplantas en aclimatizacion, de acuerdo a los sefialado en
Fajardo et al. (2011). Cavallero et al. (2012), informaron que la altura de plantas, el nimero de
nudos, el area foliar, el peso fresco y seco total y su materia seca post-aclimatizacion se
incrementaron significativamente cuando se usd para su aclimatizacion solucién nutritiva de
Arnon y Hoagland (1940) o sustrato comercial Dynamics® con respecto a la condicion inicial
de las plantas in vitro. Este importante aumento en la biomasa de las plantas de mandioca
aclimatizadas concuerda con lo hallado por Pospisilova et al.(1999) en Nicotiana tabacum,
quienes sostienen que si el transplante a las condiciones ex vitro resulta satisfactorio, el
incremento en el crecimiento a campo puede ser sumamente mayor. En este sentido, también se
ha demostrado que el rendimiento de las plantas in vitro de mandioca cv. EC118, aclimatizadas
en solucion nutritiva o en sustrato comercial Dynamics® se ha favorecido, aumentando un 61%
y 57%, respectivamente, comparado con el rendimiento alcanzado por las plantas control
derivadas del cultivo convencional de estacas caulinares.

El establecimiento de un protocolo de aclimatizacion ex vitro que asegure la supervivencia y el
crecimiento de plantas regeneradas in vitro de mandioca de genotipos diversos, sigue siendo un
aspecto vital para optimizar la propagacion de esta especie y lograr la calidad bioldgica
requerida para su adaptacion post-transplante a condiciones de campo y su buen desempefio en
términos agronémicos.
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Conclusién:

e Laaplicacion de un activador del crecimiento radical y la edad de las plantas in vitro al
momento del transplante no afectan la supervivencia de las plantas in vitro transferidas
ex vitro, pero si influyen en algunas variables de crecimiento de plantas de diferentes
cultivares de mandioca.

e De acuerdo a estos resultados, el producto Inicium® a pesar de comercializarse
principalmente como un bioestimulante activador del crecimiento radical, tuvo ademas
un impacto positivo sobre pardmetros de crecimiento aéreo, manifestdndose una
influencia genotipica destacada.

e La edad ideal de las plantas in vitro de mandioca para someter a la aclimatizacion se
considera que es la de 45 dias, independientemente del genotipo, dado que brinda un
mayor tasa de mulplicacién y mayor peso del tallo respecto de las plantas de 30 dias,
acortando el tiempo de obtencion de plantas Gtiles para el campo en comparacién con
las plantas de 60 dias.

e Para obtener las mejores respuestas en la aclimatizacion ex vitro de plantas de
mandioca, se recomienda emplear plantas in vitro de 45 dias de edad y la aplicacion de
22,7 ml de una solucion de Inicium® al 0,6 % V/v.
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