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RESUMEN

Manihot es un género perteneciente a la familia Euphorbiaceae originaria de la costa
NE de Brasil; existen alrededor de 98 especies dentro del género. Manihot esculenta Crantz
es la especie de raices tuberosas mas cultivada en los tropicos y subtropicos, con importante
valor alimenticio debido a su contenido de almidon. Existe una gran variacion en esta
especie respecto a los caracteres morfoldgicos, fisioldgicos y productivos entre los
diferentes cultivares. Segun estudios citogenéticos, para algunos autores se trata de una
especie diploide (2n= 36 cromosomas), mientras que otros autores la consideran como una
especie alotetraploide. Respecto a la biologia reproductiva es poca la informacién con la que
se cuenta, s6lo para algunos clones de Brasil. El objetivo de este trabajo fue verificar los
nimeros cromosomicos de los cultivares que posee la EEAA INTA- Corrientes, y de
Manihot grahamii Hoock (especie nativa), estudiando algunos aspectos de su biologia
reproductiva, de aquellas plantas que florecieron en la campafia 2015/2016. Para los
recuentos cromosomicos se utilizaron técnicas tradicionales de citogenética. Se determing la
fertilidad de polen por métodos colorimétricos, se determind el nimero de granos de
polen/antera y se analizaron caracteres morfoldgicos de los granos de polen en siete
cultivares seleccionados. Se comprobé que todos los cultivares estudiados presentaron 2n=
36 cromosomas. Los granos de polen de los cultivares estudiados presentaron variabilidad,
la mayoria de las accesiones tienen buen porcentaje de viabilidad de polen, observandose
valores de 51,4 % a 87,8%, a excepcion de los cultivares Catigué y Derqui que presentaron
diferentes tipos de androesterilidad. Con distintos analisis estadisticos se compararon
algunos caracteres de morfologia polinica que se lograron separar por grupos, ya que estos
caracteres eran especificos entre cultivares.
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INTRODUCCION

Manihot P. Miller es un género de la familia Euphorbiaceae, nativo de las regiones
tropicales de América, con centros de diversidad en Brasil y México (Nassar, 2004). De las
98 especies dentro del genero (Rogers & Appan, 1973), M. esculenta Crantz es la més
importante y ampliamente cultivada en los tropicos y subtropicos, por sus raices tuberosas
con valor alimenticio debido a su alto contenido en carbohidratos (Fukuda et al., 1996).

Las raices se consumen frescas para la alimentacion humana, pero a través de distintos
procesos poscosecha se pueden elaborar productos alimenticios. En la alimentacién animal
las raices pueden incorporarse frescas o ensiladas a la dieta de aves, cerdos, bovinos y peces.
Mediante la deshidratacién natural o artificial de raices y follaje fresco se producen harinas
que también son utilizadas en dietas animales por su aporte proteico y energético
respectivamente (Buitrago, et al.2001).

El cultivo de mandioca es una de las fuentes amilaceas que representan una buena
alternativa para la produccion de etanol, debido a que estas raices constituyen una de las
fuentes de energia mas importantes en las regiones tropicales y dependiendo de la variedad
se pueden obtener rendimientos de 140 a 170 litros de etanol por tonelada de raices frescas
(Castafio, 2008).

Segun datos de la FAO, en 1965 Brasil se encontraba como primer pais productor con
25.000.000 Tn., seguido por Indonesia con 12.000.000 Tn. y Nigeria con 7.300.000 Tn.
(Henain y Cendz, 1971). En el afio 2000 la produccion mundial de mandioca alcanzé los
200.000.000 Tn., llegando en 2009 a una produccion de 233.500.000 Tn. (FAO, 2015).

Actualmente, el principal productor del mundo es Nigeria (44.000.000 Tn.), seguido por
Brasil (26.600.000 Tn.) y Tailandia (25.000.000 Tn). (FAO, 2015). En América del sur, el
primer pais productor es Brasil, seqguido por Paraguay, Colombia y Argentina. En estudios
estadisticos del afio 1968/69, la superficie plantada en Misiones era de 14.148 has.,
Corrientes 7.000 has., Chaco 2.900 has. y Formosa 2.400 has. (Henain y Cen6z 1971). Al
afio 2006 la provincia de Misiones tenia una superficie plantada que rondaba las 40.000 has.,
Formosa 20.000 has., Corrientes 18.000 has. y Chaco, 2.000 has. (De Bernardis, 2011). Con
lo que se puede observar que hubo un marcado incremento en relacién a la superficie
cultivada.

En M. esculenta, existe una gran variabilidad respecto a los caracteres morfoldgicos,
fisiolégicos y productivos entre los diferentes cultivares (Nassar, 2007; Fukuda 1996).
Estudios de marcadores moleculares (RAPD) demostraron que la diversidad genetica es
grande y éstos tienden a estructurarse de acuerdo a las condiciones ecoldgicas (Costa et al.,
2003).

La manera en que esta diversidad se distribuye en el continente americano, podria ser
atil para la recoleccion y / o conservacion de los recursos genéticos de la Mandioca, en los
diferentes proyectos de conservacion y mejoramiento del cultivo.
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Esta diversidad genética observada entre etnocultivares de Colombia y Brasil (Colombo
et al., 2000) sugieren que es importante estudiar y analizar otras comunidades campesinas
del continente americano en todos los aspectos reproductivos de la especie.

En Argentina, son escasos los trabajos publicados respecto a la caracterizacion
morfologica, citogenética y sobre biologia reproductiva de los cultivares y etnocultivares
de Mandioca presentes en el NEA. En 1972 se describid para Corrientes el cultivar (cv.)
“Taragui CAFPTA F.A.V.C.”, resultado de cruzamientos naturales entre cultivares presentes
en el campo experimental de la FAVC, y se cita la existencia de otros cultivares en estudio
en la facultad de Agronomia y Veterinaria de la UNNE, a saber: “Catigué guazu”,
“Manteca”, “Azul”, “Carapé”, “Pombero Blanco”, “Blanca “, “Cambi” y “Guaxupe-1".
(Cenoz et al., 1972). También se describen en la misma publicacion dos cultivares
ornamentales cv. Jhoglie Morada 1 y cv. Jhogie Morada 2, ambos procedentes de semillas
enviadas desde la ciudad de Belén, Estado de Para, Brasil, que habian sido originadas por
autofecundacion de plantas del cultivar “Inambu Roxa”. Recientemente INTA Cerro Azul,
inscribio el cv Paraguaya CA, basado en descriptores solicitados por INASE para la
inscripcion de semilla (Dominguez, 2016).

A través del andlisis de correspondencia maltiple (ACM) y analisis de conglomerados
mediante UPGMA e indice de Gower, Bogado et al. (2016) reconocen 31 cultivares
diferentes. de Mandioca pertenecientes a la coleccién de la EEA INTA — Corrientes y los
agrupan en cuatro grupos principales, que se diferencian morfoldgicamente por el color de
tallo inmaduro, textura de la superficie radical, forma del I6bulo central y color del peciolo
ademas de otros caracteres agrondmicos.

Todas las especies del género Manihot analizadas citol6gicamente tienen 2n=36
cromosomas (Nassar 1978, 2000; (De Carvalho y Guerra, 1999). Jennings (1959)
comparando el nimero de cromosomas de diversos géneros de Euphorbiaceae sugiere que el
género Manihot podria ser un alotetraploide derivado de un numero basico de la familia de x
= 9. Meidticamente todas las especies del género, incluso M. esculenta, se comportan como
diploides. Magoon et al. (1969) reportaron la presencia de cromosomas duplicados en el
estadio de paquitene, en diferentes cultivares; apoyando asi su supuesta naturaleza
tetraploide y sugiriendo que sus antepasados diploides deben haber sido cariotipicamente
muy similares. La presencia de un solo par de sitios 5S de rADN en M. esculenta y M.
dicotoma sean mas probablemente debido a un proceso de diploidizacion, como se ha
observado en otros poliploides (Leitch y Bennett, 1997).

A lo largo de las especies silvestres de Manihot y especialmente en M. esculenta segun
Nassar (1984, 1989) y Cenoz et al. (1972) ocurrieron hibridaciones naturales. Segin Nassar
(2002), las barreras reproductivas parecen ser débiles, indicando una reciente evolucion del
grupo Yy tres procesos principales habrian contribuido a la evolucion del género Manihot: la
hibridacion interespecifica, la poliploidia y la apomixis.

A traveés de la hibridacion interespecifica, se habrian originado poliploides por
fertilizacion de gametos no reducidos (Nassar, 1991). Ogburia et al. (2002) observaron la
formacion de esporadas, diadas, triadas y tétradas en cultivares poliploides de Mandioca.
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La formacion de microsporas no reducidas, aparentemente tuvo un papel muy importante en
el origen de la poliploidia en Manihot, que puede ser responsable de la considerable
variabilidad en este género, corroborando en M. esculenta cv Chioriqui de Costa Rica,
evidencias de un proceso normal de meiosis y simultaneamente de la formacion de diadas
debido a nucleos de restitucion en la meiosis y otras irregularidades dentro de una misma
inflorescencia (Vasquez y Nassar, 1994). Lo mismo sucederia en hibridos interespecificos
de M. glaziovii con M. esculenta; por lo que la formacion de gametos no reducidos seria la
principal responsable de la poliploidizacion en Manihot. La poliploidia contribuy6 al éxito y
a la reproduccion de hibridos interespecificos estériles, haciéndolos fértiles.

Los antecedentes encontrados sobre biologia reproductiva en Manihot son escasos.
Etnovariedades de Mandioca de la region de Amazonia y de San Pablo, Brasil, fueron
estudiadas en estructura floral, polinizadores, depredadores, viabilidad de polen 'y
produccion de semillas (Meireles da Silva et al., 2001).

El estudio de la morfologia del grano de polen es util en trabajos taxonomicos debido a
que los caracteres que presentan son estables y distintivos, esta propiedad se conoce como
especificidad. La exina esta impregnada de esporopolenina, lo que le confiere dureza y
resistencia al ataque de microorganismos y acidos organicos. Esta propiedad permite el
estudio de granos de polen en sedimentos fdsiles, mieles, muestras antropoldgicas, etc.
Trabajos recientes (Vieira et al., 2012; Nowicke, 1994) de morfologia y viabilidad de polen
de seis especies nativas de Manihot y del cv. Rosa de M. esculenta, afirmaron que todas las
especies poseen granos de polen inaperturados, de estructura similar. Informacion sobre
estos aspectos son de gran importancia principalmente en trabajos de mejoramiento genético
y para la caracterizacion de clones.

En el marco del proyecto “Proteccion legal para la preservacion Universal y publica de
variedades de la tierra en el NEA” de INTA —~AUDEAS -CONADEYV, se colectaron
diferentes cultivares de Corrientes, los que se mantienen en la EEA INTA- Corrientes. De
un total de 37 accesiones, siete cultivares fueron seleccionadas para este trabajo.
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OBJETIVOS

Objetivo general

El objetivo del proyecto es corroborar el nimero cromosoémico de siete cultivares de la
coleccion de M. esculenta de INTA, representativos de cada uno de los grupos propuestos
por Bogado et al. (2016) en base a descriptores agro morfologicos y analizar algunos
aspectos de la biologia reproductiva (viabilidad de polen y cantidad de granos de polen por
antera).

Objetivos operacionales
o Determinacién del nimero cromosémicos de cada cultivar (cv.) de Manihot
esculenta seleccionado.

o Andlisis de viabilidad de polen, cantidad de granos /antera y morfologia polinica de
algunos de los cultivares seleccionados.

« Comparar estadisticamente los datos de los diferentes cultivares de Manihot
esculenta Crantz con una especie nativa, Manihot grahamii Hoock.
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MATERIALES Y METODOS

De los 37 cultivares de Mandioca que posee INTA Corrientes, se realizaron recuentos
cromosomicos en 31, y de aquellos que florecieron en la campafia 2015/2016 se aplicaron
estudios sobre algunos aspectos de la biologia reproductiva.

De este material, segun el fenograma de distancia basado en el método UPGMA y el
indice de Gower, para caracteres cuali y cuantitativos utilizados para la descripcion de los
cultivares de Mandioca de la provincia de Corrientes (Bogado et. al. 2016), se seleccionaron
7 cultivares para la realizacion de esta tesina, tratando de cubrir los cuatro grandes grupos
propuestos (ver Anexo 1).

Los cultivares de M. esculenta utilizados fueron: Grupo 1: cv. Catigud; Grupo 2: cv.
Rocha, cv. Derqui; Grupo 3: cv. Coloradita, cv. Campeona Chaco y Grupo 4: cv. Rama
Seda, cv. Verde Santa Ana. Se estudié una especie silvestre: Manihot grahamii Hoock.

Preparacion de la poblacién de cultivares

De las ramas de los cultivares recibidos en el mes de Agosto de 2015, tratadas con
dimetoato, segun el protocolo que utiliza la EEA INTA EI Sombrerito; se realizaron
entre 3y 12 estacas con 4-5 nudos, de aproximadamente 15 cm de longitud
(dependiendo del tamario y calidad de las ramas). Las que se mantuvieron en
invernaculo en condiciones ambientales controladas, con riego automatizado y
controlado personalmente dos veces al dia; hasta obtener la cantidad necesaria de
raicillas para confirmar el nimero cromosémico.

Se evalud el comportamiento de estacas en posicion horizontal y vertical (Fig. 1), y
en distintos sustratos, con el objeto de obtener buena calidad y cantidad de raicillas para
su estudio. Los sustratos utilizados fueron: a) arena, b) mezcla de arena con tierra, c)
turba y d) sustrato comercial levemente acido de turba de Sphagnum, vermiculita, cal
calcita, cal dolomita, agentes humectantes y fertilizantes (Fig.2).

Fig. 1. Estacas verticales en sustrato comercial Fig. 2. Estacas enraizadas en
para obtencion de raicillas. diferentes sustratos. A ) turba

con vermiculita; B) sustrato
comercial de turba de
Sphagnum.
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Preparados citologicos

Extraccion de raicillas: La extraccion de raicillas se realizo cuando éstas tenian
aproximadamente 1 cm. de largo (minimo) visible por fuera del sustrato (Fig.3). El horario
de extraccion variaba entre las 13.30 hs. a 15.00 hs. segun los dias se iban alargando o
acortando variaba el horario en que se encontraban mayor cantidad de células en division.

Fig. 3. Tamafioy Fig. 4. Estacas con tres semanas de plantadas;

calidad 6ptima para transplante a campo.
de raicillas para fijar.

Pre tratamiento de raicilla: Las raicillas extraidas, se introdujeron en tubos de ensayo
con solucidn saturada de hexaclorociclohexano (Gamexane) durante 2.30 hs. a 3.00 hs.
(Schwarzacher 1989),; sustancia que produce la ruptura de las fibras del huso y el
acortamiento de los cromosomas, produciendo también una mayor dispersion de los
cromosomas para una mejor visualizacion.

Fijacion del material: La fijacion del material es importante para preservar la
morfologia y la composicion quimica de los tejidos y celulas. Dependiendo del estudio que
se quiera realizar se utilizan distintos fijadores. Cumplido el tiempo establecido por el pre
tratamiento, el mismo fue colocado en una mezcla fijadora de alcohol y &cido lactico, con
una proporcion 5 v: 1 v durante 24 hs. a temperatura ambiente (Fernandez 1973). Se
conservo el material a -15°C hasta el momento de la realizacion del preparado.

Coloracién: La coloracion para la observacién de los cromosomas se realizé utilizando
la técnica de Feulgen; el fundamento de este método se basa en la identificacion altamente
especifica de acidos nucleicos del ADN a partir del reconocimiento de los grupos aldehidos
de la pentosa. Para esto se realizan 2 pasos fundamentales: 1) Hidrolisis acida débil
con &cido clorhidrico (HCI) 1 N a 57° C durante 10 minutos. 2) Tincion con Reactivo de
Schiff, en oscuridad, durante 1 — 1,30 hs. El &cido clorhidrico es el reactivo mas critico del
método, la coloracion correcta dependera también de la concentracion del cido, la
temperatura, tiempo, tipo de tejido y fijador empleado, para lograr una tincion apropiada.
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Preparados citologicos: La raicilla se colocd en un portaobjeto, y bajo la lupa se extrajo
solamente el meristema radicular, eliminando el tejido de la caliptra. Debido a que las
membranas celulares del meristema eran muy resistentes al aplastado y para lograr una
mejor desintegracion, se coloco encima del apice de las raicillas coloreadas un mix de
enzimas y se incub6 a 37° C durante 10 a 15 minutos, luego sobre la raicilla libre de enzimas
se reforzd la coloracién con una gota de orceina acética.

Posteriormente se disgrego el apice radicular, se cubrié con un cubrobjeto y se realizo el
aplastado (squash). Con estas modificaciones de las técnicas tradicionales, se lograron
buenos resultados.

Recuentos cromosémicos: Una vez obtenidos los preparados se observaron en un
microscopio optico LEICA DM 500 con camara incluida LEICA ICC50, estudiando en
promedio 15 células por preparado. Las fotografias se tomaron en este microscopio y se
corrigieron resolucién, brillo y contraste con programas de fotografia para la impresion.

Trasplante a campo: Una vez obtenidas las cantidades suficientes de raicillas, se
Ilevaron a campo dos plantas de cada cultivar en el mes de Febrero de 2016, en las
instalaciones de la Facultad de Ciencias Agrarias, para la obtencion del material necesario
para estudios de fertilidad de polen. Se mantuvieron éstas hasta la finalizacion de los
estudios.

Preparados de granos de polen

Viabilidad de polen

Durante el periodo de floracion (de enero a marzo) se recolectaron flores masculinas
frescas, minutos antes de que se produjera la dehiscencia de las anteras (entre las 11:00 hs. y
15:00 hs.), para la realizacién de los preparados con polen fresco.

Se probaron tres colorantes tradicionales para inferir la viabilidad de polen, Carmin
glicerina, lugol (lodo-yoduro de potasio) y colorante Alexander Con lo que se pudo analizar
el porcentaje de granos coloreados y no coloreados, y obtener datos sobre tamario y forma
de los mismos. Estas técnicas de coloracién de polen, son métodos indirectos para estimar la
viabilidad de los granos de polen, puesto solo se observa el estado del citoplasma (carmin
glicerina), contenido de sustancias de reserva (lugol) y el colorante de Alexander es una
coloracion diferencial para membranas y citoplasma (Alexander 1980).

Morfologia polinica

A partir de inflorescencias fijadas en FAA se extrajeron flores masculinas, de las cuales
se obtuvieron los granos de polen que fueron procesados con la técnica de Erdtman (1960).
Se realizaron preparados permanentes para su analisis con microscopio éptico (MO). Las
mediciones de los granos se hicieron tanto en microscopio 0ptico como en el microscopio
electronico de barrido (MEB).
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Se realizaron preparados para su estudio con MEB, los granos de polen fueron montados
en laminas de aluminio, posteriormente metalizados con una fina [&mina de oro utilizando el
equipo Denton Vaccun Desk 11 y observados con el equipo Jeol 5800 LV del Servicio de
MEB de la SGC y T, UNNE. Se analizaron 20 granos de polen por cultivar, en los que se
tomaron las siguientes medidas: didmetro del grano de polen, espesor de la exina, se
contaron y se midieron numero de cabezuelas de los anillos de exina; se midieron y contaron
las aperturas (poros) de los granos.

Analisis estadisticos

Se aplicaron analisis estadisticos mediante el programa InfoStat version 2017 (Di Rienzo
et al 2017) para la morfologia y viabilidad de polen.

Analisis de componentes principales (PCA): es una técnica que permite representar
Opticamente en un espacio de dimensidn pequefa, observaciones de casos p-dimensional. Es
uno de los pasos para identificar posibles variables latentes o no observadas que estan
generando una variabilidad de los datos.

Analisis de la varianza (ANOVA) y prueba a posteriori de medias, test de Duncan,
a=(0,05), para detectar si existen diferencias en el tamafio de granos de polen entre los
cultivares pertenecientes a M. esculenta y M. grahamii.

Gréfico de proporciones acumuladas: Para expresar la diferencia de viabilidad entre
cultivares de M. esculenta y la especie M. grahamii.
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RESULTADOS

Plantines: Los mejores resultados en cuanto a la calidad y cantidad de raicillas se
obtuvieron en estacas verticales, por lo cual se optd por esta técnica, pese a que
normalmente a campo se utilizan estacas horizontales, y que existen antecedentes de mejores
rendimientos con estacas inclinada entre 45° y 60° (Henain y Cenoz 1969).

Después de haber evaluado el enraizamiento en distintos sustratos, se pudo observar que
en suelo con alta proporcién de arena se obtenian mayor cantidad de raices en menor tiempo,
pero muy delgadas, no presentaban buena cantidad de divisiones mitéticas para estudio. En
turba no se obtuvieron buenas raices y las estacas presentaron sintomas fungicos, quizas
debido a la gran retencion de agua del sustrato. En el sustrato comercial levemente acido se
logré obtener el mejor enraizamiento, estado sanitario y calidad de raicillas para ser
analizadas.

Enraizamiento: Las raicillas comenzaron a emerger del sustrato entre diez a treinta dias
después de plantadas las estacas; observandose que los cvs. (cultivares) Derqui y Catigua
fueron los que més tiempo necesitaron para enraizar (Tabla 1).

Tabla 1: Tiempo necesario (dias) para la aparicion de raicillas a través del sustrato, para
obtencidon del material de estudio.

Cultivar N° de plantas estudiadas  Dias / enraizar
Catigua 3 25
Rocha 3 20
Derqui 5 30
Campeona Chaco 5 12
Coloradita 4 15
Verde Santa Ana 9 10
Rama Seda 12 10

Recuentos cromosdémicos

En metafases mitdticas, todos los cultivares estudiados y M.grahamii Hoock
presentaron 2n=36 cromosomas (Tabla 1, Anexo I). Todas las plantas presentaron
cromosomas pequefios, midiendo desde 0,7 um los mas pequefios a 1,75 um los mas
grandes; en cuanto a su morfologia se observaron tanto cromosomas metacéntricos y
submetacéntricos.
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Entre los diferentes cultivares se observo un numero variable de satélites (0 - 6) en
metafases mitdticas, todos ellos ubicados en los brazos cortos de los cromosomas (Fig. 5y
6). En el cv. Catigua solo se observo 1 par de cromosomas grandes con satélites.

Los cvs. Rama Seda y Rocha presentaron 3 pares de cromosomas con satélites y se
observo la presencia de cromosomas accesorios en los cvs. “Rama seda” y “Verde Santa
Ana” (Fig. 6, F).

Para Manihot grahamii una especie silvestre de Argentina, este es el primer recuento
cromosomico, confirmando 2n=36 cromosomas y un par de cromosomas con satélites

(Fig.5,B). En el Anexo Il se detallan los nimeros cromosomicos de 23 cultivares de la
coleccién INTA.

A 10 pm 3 T 4 3

Fig 5. Metafases mitoticas. A) Manihot esculenta cv.
Coloradita; B) Manihot grahamii. Flechas indican los
cromosomas con satélites.
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Tabla 2: Recuentos cromosomicos de siete cvs. de M. esculenta y M. grahamii indicando
namero de plantas estudiadas, nimero de células analizadas, cantidad de satélites y
cromosomas accesorios observados.

Cultivar Ne° de 2n= Presencia de satélites N° Células
plantas y/o cromosomas b. estudiadas/ pl.
estudiadas
Catigua 3 36 2 10
Rocha 3 36 6 15
Derqui 5 36 20
Campeona Chaco 5 36 2 15
Coloradita 4 36 4 15
Verde Santa Ana 9 36 2 cromosomas 20
accesorios
Rama seda 12 36 6 satélites 20
+ 2 cromosomas
accesorios
Manihot 2 36 2 15
grahamii
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Fig. 6: Placas metafasicas de seis cultivares de mandioca. A) Catigua, B) Campeona
Chaco, C) Derqui, D) Rama seda, E) Rocha, F) Verde Santa Ana. Flechas indican
cromosomas con satélites; puntas de flechas cromosomas fuera de foco y en (F) los

Cromosomas accesorios.
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Granos de polen, morfologia y viabilidad.

El nimero de granos de polen por antera se determin6 disecando por preparado una
antera de cada ciclo y coloreando con carmin acético. Repitiendo esta operacion para 10
flores por planta (Tabla 3), observandose variabilidad entre los cultivares estudiados;
viendo que el cv. Catigua no formaba granos de polen (Fig.11 A - D).

Tabla 3: Promedios de nimeros de granos de
polen por antera, sin diferenciar los ciclos
interno y externo del androceo.

Cultivar Promedio Ne
granos/antera

Catigua 0

Rocha 130

Derqui 80

Campeona Chaco 162

Coloradita 118

Verde Santa Ana 120 ="

Rama Seda 126 L
Fig.7: Anteras coloreadas con carmin
glicerina.

Diez cultivares de los que se fijaron inflorescencias se estudiaron en MEB,
correspondiendo cuatro de ellos a los abordados en este trabajo (Catigua, Coloradita,
Campeona Chaco y Verde Santa Ana).

Los granos de polen de Manihot esculenta son apolares, radiosimétricos, esferoidales,
con medidas que varian desde 43,2 a 187,2 um de didmetro segun el cultivar. Son
pantoporados, con 10 a 18 poros de 10,2 a 15,1 um de diametro, con opérculo (Tabla 4,
Fig.7). Sin embargo en M. grahamii son inaperturados y mas uniformes en tamafio, de 77,2
a 109,9 um de diametro (Tabla 4 y 5, Fig. 10 G-H).

Erdtman (1966) distingue morfologicamente la exina en dos capas, la nexina (interna y
no estructurada) que es generalmente una capa lisa y homogénea, y sexina (exina
estructurada) que es la parte de la exina que presenta estructuras dispuestas en forma radial.

En los cultivares de M. esculenta seleccionados para este trabajo, se observo que el
espesor de la exina varia desde 8,7 um a 13,5 um, mientras que la nexina variade 1,6 a 4
pumy la sexina entre 5,8 a 11,2 um (Figs.8 y 9 C Tabla.4). Los granos de polen son
intectados, con baculas libres, capitadas, suavemente ruguladas, cabezuelas de forma
triangular de 4,9 a 9,6 um y comprimidas lateralmente, variando entre 5y 9 baculas
dispuestas en anillos de exina, formando rosetas de 11,8 um a 17,8 um de diametro y la
membrana apertural con microgranulos (Fig.10 D). Se realizé el mismo estudio en cinco
cultivares mas (Anexo IlI).
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Fig. 8: Detalle de la estructura de la exina en M. esculenta donde se observan (ae)
anillos de exina, (c) cabezuelas triangulares de baculas libres con textura rugulada y
(ma) membrana apertural microgranulada.

Tabla 4: Promedios y valores maximos y minimos de los caracteres analizados en
microscopia electronica de barrido.

Cultivar Diametro
L de
E)jlametro N° de Exina Nexina  Sexina Baculas cabezuela
e poros poros
(um) (Hm) (Hm) (Hm) de las
béaculas
(Lm)
Campeona 14,5 12 10,47 3,3 6,6 6-7 55-7,6
Chaco (13,3 - (10-14) 9.1- (3,2-4) (5,8 -
15,1) 11,6) 7,6)
Coloradita 11,15 13 11,6 1,9 9,4 5-8 49-6,6
(10,2 - (10 -16) (8,7 - (16-22 (7,1-
12,5) 13,5) 11,2)
Verde 12,23 16 11,5 2,4 8,5 7-9 6,8-7,3
Santa Ana (10,5 - (14 - 18) (9,1- (2,2-3,0) (6,9-
13,3) 13,1) 10,1)
Especie Didmetro Exina Nexina Sexina Béculas Diametro de
de poros cabezuela
(um) de las
baculas
M. 0 8,3 4,7 3,7 5
grahamii (10,2-6,4) (6,3- 2,8) (3,9-3,6) (4-6) 51-53
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Analisis estadistico

Las variables que se utilizaron para el analisis de componentes principales fueron:
diametro de poro (DP), numero de poros (NP), didmetro de grano de polen (DG), nimero de
baculas (NC), didmetro de las cabezuelas de las baculas (DC) y espesor de la exina (E). A su
vez los cultivares de M. esculenta evaluadas fueron: Coloradita, Campeona Chacho, Verde
Santa Ana y Manihot grahamii.

La suma de las componentes CP1 93,1% y CP2 5,6 %, que es de 98,7% esta explicada
por las variables estudiadas.

El andlisis de correlaciones con las variables originales, mostro que las variables que
estan mas correlacionadas son: numero de poros (NP) y espesor de la exina (E), en menor
grado de correlacion estan diametro de poro (DP), didmetro de grano de polen (DG), y a su
vez numero de baculas y diametro de cabezuela de baculas estan altamente correlacionadas.

Las variables didmetro de cabezuela de las baculas y nimero de cabezuelas tiene
correlacion baja a nula con las variables DP y DG.

En el gréafico de biplot se observa que la especie M. grahamii se caracteriza por no
poseer poros (NP- DP), por lo que se encuentra alejado del resto de los cuadrantes, pero
tiene menor espesor de exina, menor diametro de cabezuelas y niUmero de cabezuelas.
Dentro del grupo de Manihot esculenta, los cultivares que son similares en DP- DG -NP y E
son Coloradita y Campeona Chaco, que tienen menor nimero de cabezuela y didmetro de
cabezuelas. A diferencia del cultivar Verde Santa Ana, que se caracteriza por tener mayor
DP, DG, NP, E y por poseer mayor numero de cabezuela y diametro de cabezuela.

4.00

DP

2.00 DG (um)

Coloradita
Campeona Chaco NP

/ Exina (um)
-

[ ]
Verde Santa Ana

0.00

CP 2 (5.6%)

[ ]
M. grahamii

-2.00+

Didmetro de Cabezuela (um)
N° Cabezuelas

-4.00 T T 1
-4.00 -2.00 0.00 2.00 4.00

CP 1 (93.1%)
Grafico 1: Biplot del Analisis de los componentes principales. ANOVA.
Variables: DP = Diametro de poro (um), NP = NUmero de poros, E = Espesor de exina (um),

NC = Numero de cabezuelas (baculas), DC = Didmetro de las cabezuelas de las baculas (um).
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Fig.9: Grano de polen de M .esculenta en MEB. A) Grano de polen con poro sin
membrana apertural. B- D: Cortes del grano de polen mostrando diferencias en
estructura de la exina. B) cv. Campeona, C) cv. Coloradita. D) cv. Verde Santa Ana.
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Fig.10: Granos de polen enteros y detalles de la exina. A-B) Campeona
Chaco; C-D) Coloradita, E-F) Verde Santa Ana, G-H) M. grahamii.
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Debido a la presencia de granos de polen de diversos tamafios en la mayoria de los
cultivares, se los clasificd segin Erdtman (1966) en: grandes (50-100 pum) y muy grandes
(100-200 pm).

Tabla 5: Clasificacion de los granos de polen de los cultivares de M. esculenta'y M.
grahamii, indicando promedio y variacion.

Cultivar Granos de polen Grandes Granos de Polen muy grandes
50-100 pm 100-200 pm
Variacion Tamano (I\\jlgilzilcr:?irr]l) Tamaiio
(Max - min) Promedio Promedio
Catigua - e e e
Derqui 100 - 88,8 97,6 132,8 - 108,8 118,3
** Rocha 84,8-55,9 72,1 108,5 Rl
Campeona 94,9-84,2 89,8 187,2-134,4 136,8
Chaco
* Coloradita 69,3 -43,2 57,9 173,6 - 103,1 1447
Verde Santa 79,4 - 50,9 63,2 171,7 - 1239 152,4
Ana
Rama Seda 78 -53,9 69,7

**Coloradita: Presenta una proporcion muy baja (<0,1%) de granos de polen menores a 50um.

**Rocha: Presenta una proporcién muy baja (<0,1%) de granos de polen mayores a 100 pum.

Especie Granos de polen Granos de Polen muy grandes
Grandes 100 -200 pm
50-100 pm
Variacion Tamano Variacion Tamano
(Méx - min) X (Max - min) X
M. grahamii 77,2-91,9 74,5 101,2 - 109,9 106
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Para detectar las diferencias entre los cultivares pertenecientes a M. esculenta, se
procedio a un analisis de la varianza (ANOVA) y prueba a posteriori de medias o= (0,05)
para el tamafio de granos de polen: Grandes (50 — 100 um) y Muy Grandes (100 — 200 pm).
(Grafico 2y 3).

En cuanto a los granos de polen grandes, los cultivares: Derqui y Campeona Chaco
estadisticamente son iguales siendo los que presentan mayor tamafio y se diferencian con los
cultivares. A su vez, Rocha, Rama Seda y Verde Santa Ana, son iguales entre ellos. El cv.
Coloradita es diferente con respecto a los grupos anteriores, ya que en promedio es la que
presenta medidas mas heterogéneas en los granos de polen grandes. M. grahamii es igual a
los cultivares Derqui y Campeona Chaco en cuanto al tamafio de granos de polen grandes.

Al analizar los granos de polen muy grandes se obtuvieron diferencias significativas p-
valor < 0,001 (Gréfico 3). Los cultivares Coloradita, Campeona Chaco y Verde Santa Ana
son estadisticamente iguales, mientras que el cv. Coloradita es diferente a Derqui y Rocha,
pero a su vez entre ellos son iguales.

Los granos de polen muy grandes de M. grahamii son estadisticamente iguales a los
cultivares Derqui y Rocha.

GRANDE (50-100 um)

110.00
99.00
88.00

77.004

66.00
55.00
44.00
33.004
22.00
11.004
0.00 T d

Catigua Rocha Derqui Campeona Chaco Coloradita Verde Santa Ana Rama Seda M. grahamii
Cultivar

Diametro de Grano (um)

Graéfico 2: Gréfico de barras de Medias y prueba a posteriori, test de
Duncan, tamarfios de granos de polen Grandes (50-100 um).
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MUY GRANDE (100-200 yim)

170.00

151.114
132.22
113.334
94.44+
75.56
56.67
37.78+
18.894
0.00 T T 1

Catigua Rocha Derqui Campeona Chaco Coloradita Verde Santa Ana Rama Seda M. grahamii
Cultivar

Diametro de Grano (um)

Gréfico3: Grafico de barras de Medias y prueba a posteriori, test de
Duncan, granos de polen muy grandes (100 — 200 pum).

Viabilidad de Polen

Las mejores tinciones para esta especie se obtuvieron al colorear los granos de polen
fresco con carmin glicerina, el colorante de Alexander y el lugol colorearon muy
intensamente los granos de polen, impidiendo una buena diferenciacion.

Lo mas notable se observo en el cv. Catigud, cuyas anteras al momento de la antesis no
poseian granos de polen maduros; al microscopio 6ptico, sélo se diferencié el tejido
epidérmico (exotecio) de las tecas y el tejido conectivo (Fig.11 A). Se analizaron 30 anteras
en distintos estadios de desarrollo; en estadios anteriores a la antesis en MEB se observaron
estructuras, aparentemente granos de polen inmaduros, (Fig.11 D) mientras que al momento
de la antesis las anteras se observaron totalmente colapsadas (Fig.11 B y 12 B), en ningun
caso se observaron microsporocitos maduros bien desarrollados en este cultivar.
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Fig 11: Anteras del cv. Catigua. A) antera completa al momento de la antesis, en
microscopio optico y coloreada con Alexander. B) Antera al momento de la antesis en
MEB. C) Antera inmadura, anterior a la antesis. D) Detalle del recuadro de la foto C,
donde se observan los microsporocitos inmaduros.

Fig. 12: Flores masculinas desprovista de los tépalos. A) cv, Campeona Chaco, flor
masculina fértil; B) cv, Catigua flor androesteril.
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Tabla 6: Porcentajes de granos de polen coloreados/ no coloreados en siete cultivares de M.
esculenta y nimero de granos observados () en los siete cultivares y en M. grahamii.

% Granos de polen % Granos de polen muy % Total Total de
Cultivar grandes grandes acumulado granos de
50-100 pum 100-200 pm coloreados polen
observados
No Coloreados No Coloreados
coloreados coloreados
Catigua - - - - - -
* Rocha 16,0 83,9 83,9% 624
(100) (524)
Derqui 73,0 0 26,9 0 0% 241
(176) (0) (65) )
Campeona 10,4 23,3 0,3 65,9 51,4% 1179
Chaco (306) (93) (266) (514)
*Coloradita 80,3 19,6 2,7 97,2 69,3% 1688
(487) (119) (30) (1052)
Verde Santa 23,5 20,3 0,1 55,9 76,3% 127
Ana (171) (148) @ (407)
Rama Seda 12,3 87,8 -- -- 87,8% 526
(65) (461)
Manihot 154 459 8,8 29,7 75,7 % 860
grahamii (133) (395) (76) (256) (651)

En el analisis de porcentaje acumulado de granos de polen coloreados y no coloreados
se observo que el cv. Rama Seda presentd el mayor valor (87,8 %), seguido por cv. Rocha
(83,9%), Verde Santa Ana (76,3 %), Coloradita (69,3 %), Campeona Chaco (51,4 %). En el
cv. Derqui no se observaron granos de polen coloreados y en el cv. Catigua no hubieron
granos de polen.
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Catigua Rocha Derqui Campeona Chaco  Coloradita Verde Santa Ana Rama Seda M. Grahamii
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Grafico 4: Gréfico de proporciones de granos de polen coloreados / no coloreados
en los diferentes cultivares de M. esculenta y M. grahamii.

El cv. Derqui tuvo una floracién tardia hacia el final de la temporada y se logré
cosechar una sola inflorescencia, observandose un alto grado de aborto de las flores
masculinas; solo una flor masculina presentaba tres anteras, de las que se pudieron contar
241 granos de polen, 176 granos grandes, y de éstos el 15,26% presentaban forma irregular
casi piriforme (Fig.13 F). Los 65 granos restantes eran muy grandes con medidas entre 132,8
pum a 108,8um, y los de forma irregular o piriforme con un promedio de 114.9um de largo x
109,9um de ancho.

La mayoria de los granos de polen grandes fueron esféricos y con medidas entre
100,1um - 88,8um de didmetro; de las que se pudo observar que ningin grano de
polen presentaba citoplasma normal y bien coloreado (Fig.13 F).

Si bien el cv. Rocha presentd un porcentaje de granos de polen muy elevado, 83.9%
(Fig.13 D), el 16,02% fueron estériles, similar a lo que ocurre en el cv. Rama Seda, lo cual
se puede apreciar en el analisis estadistico que agrupa estos cultivares.

El cv. Campeona Chaco es el que presenta menor porcentaje de viabilidad de los granos
de polen (51,4%) en comparacion a los otros cultivares.

El cv. Coloradita presento un porcentaje acumulado del 63,9 % de granos de polen
coloreados, a pesar de haberse observado la mayor variabilidad en cuanto al tamafio de los
granos de polen. En los cultivares Verde Santa Ana, y Rama Seda, los valores de fertilidad
de polen fueron 76.3% y 87.8% respectivamente; de estos, Rama Seda presentd mayor
uniformidad en el tamafio de los granos de polen.
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Rama seda

Fig.13: Viabilidad de granos de polen con diferentes técnicas de coloracion. A) cv.
Verde Santa Ana. B) cv. Coloradita (carmin glicerina. C) cv. Campeona Chaco D)
cv. Rocha E) cv. Rama Seda, F) cv. Derqui.
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DISCUSION

Todas los cultivares de M. esculenta y M-grahamii presentaron 2n=36
cromosomas, coincidiendo con trabajos anteriores realizados por Nassar (1978) y De
Carvalho y Guerra (1999) para diversos cultivares y especies nativas de Brasil.
Comparando el numero de cromosomas de diversos géneros de Euphorbiaceae,
Jennings (1963) sugiere que el géenero Manihot podria ser un alotetraploide derivado de
un numero basico de la familiade x = 9.

Meidticamente todas las especies del género, incluso M. esculenta, se comportan
como diploides. Magoon et al. (1969) propusieron un origen alotetraploide sugiriendo
que sus antepasados diploides deben haber sido cariotipicamente muy similares. En
otras oportunidades se indicaron probables hibridaciones naturales en Manihot
esculenta (Nasar 1984, 1989, Cen0z et al 1972). Se observaron en los distintos
cultivares la presencia de diferente nimero de satélites, que varian de 0-6; coincidiendo
con Nassar (1978, 2000) y Carvalho y Guerra (1999) para cultivares de Brazil; con
estudios mas detallado de la morfologia de los cromosomas podrian ser utilizados en
futuros estudios evolutivos de esta especie, principalmente con técnicas de marcadores
moleculares, debido al tamafio de los cromosomas.

La produccién de polen viable es un caracter relevante a tener en cuenta en
programas de mejoramiento genético de mandioca, porque afectaria el flujo génico en
los cultivares y es indispensable al momento del almacenamiento del mismo, debido a
la floracién asincrdnica que presenta esta especie. Estos datos son importantes cuando el
objetivo es seleccionar plantas parentales para hibridaciones inter / intraespecificas. Los
datos obtenidos en cuanto al nimero de granos de polen /antera y viabilidad de los
mismos coinciden con los de etnovariedades de Brasil estudiados por Meireles da Silva
(2001).

La mayoria de los cultivares presentan diferencias en el comportamiento
reproductivo. La esterilidad en los cultivares Catigua y Derqui pueden ser debidas a la
acumulacién de mutaciones a través del tiempo, de domesticacion y propagacion
vegetativa del cultivo. En el cv. Catigud, con las observaciones realizadas en el MEB se
comprobd la presencia de microsporas inmaduras, en anteras jovenes (antes de la
antesis); el desarrollo de las anteras puede ser normal y la microsporogénesis puede
detenerse durante o poco después de la meiosis, lo que produciria con posterioridad el
proceso de desintegracion de microsporas jévenes, puesto que no se observan
microsporas maduras con desarrollo completo de la exina, proceso que esta relacionado
al funcionamiento del tapete. Casos similares han sido descriptos en Nicotiana tabacum
y en diversas especies de Brassica (Kofer et al. 1991, 1992 and Makarof 1995). Por lo
general, en estos casos el tapete sufre degradacién celular durante la meiosis, seguido
poco después por la muerte del microsporas inmaduras (Kaul 1988). Balk y Leaver
(2001) han demostrado que en el girasol existen genotipos androestériles, debido a un
proceso de muerte celular programada asociados a componentes mitocondriales,
especificamente a la liberacion de citocromo C durante el desarrollo de la antera.
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Las diferencias de tamarios en los granos de polen fueron observados por Nassar
(2000) en hibridos triploides obtenidos, con baja fertilidad y viabilidad del mismo. Sin
embargo, solo los cultivares Rocha y Rama Seda presentan gran uniformidad en cuanto al
tamafo. Mientras los demas cultivares tienen gran variabilidad, similar a lo observado en
hibridos naturales e interespecificos (Nassar 1980, 1984, 1991); Ogburia et al. (2002),
observaron microndcleos en esporadas; diades, triades y tétrades en cultivares poliploides.
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CONCLUSIONES

Todos los clones estudiados presentan 2 n = 36 cromosomas, observandose Gnicamente
diferencias en el nimero de satélites y presencia o0 no de cromosomas accesorios.

Este es el primer recuento cromosémico para M. grahamii, una especie nativa de
Argentina, Sudeste de Brasil, Paraguay y Uruguay.

Los cultivares Catigua y Derqui presentaron androesterilidad, la misma puede deberse a
diferentes causas. El cv. Catigua directamente no present6 evidencias en la formacién de
granos de polen maduro, por lo que puede tratarse de un tipo de androesterilidad
citoplasmatica. En cambio, en el cv. Derqui la androesterilidad podria ser génica debido a
que hay formacion de granos de polen pero estos no son fértiles.

En estudios de morfologia polinica en MEB y a través del andlisis de los componentes
principales, los cultivares Coloradita y Campeona Chaco se diferencian del cv. Verde Santa
Ana que perteneceria a otro grupo, coincidiendo con lo propuesto por Bogado et al. (2016).

Los cultivares que presentaron mayor homogeneidad en el tamafio de granos de polen,
cv. Rocha y cv. Rama Seda, fueron los que presentaron mayor porcentaje de viabilidad
(>80%). Mientras que los restantes presentaron valores intermedios de viabilidad.

El nimero de granos de polen observado por antera es bajo, por lo que es un caracter a
tener en cuenta para programas de mejoramiento genético, a través de cruzamientos, al
momento de obtencién y conservacion.

Se pudo comprobar que si bien el género Manihot presenta granos de polen
inaperturados, como Manihot grahamii, la especie Manihot esculenta tiene granos de polen
pantoporados y aperturados.
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ANEXO |

Fenograma de distancia basado en el método UPGMA y el indice de Gower para 40
accesiones de mandioca cultivadas en EEA INTA Corrientes, Argentina. (Tomado de:
Bogado et al. 2016).
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ANEXO 11

Recuentos cromosdmicos realizado en los cultivares de la coleccién EEA-INTA Corrientes.

Cultivar Cantidad de N° células 2n=
plantas estudiadas
estudiadas
1 Amarilla Molina 6 10 36
2 Amarilla M.C 8 10 36
3 Buena vista 5 10 36
4 CA25-1 4 10 36
5 Campeona 10 10 36
6 CEA -145 4 10 36
7 Concepcion 4 10 36
8 Don Ernesto 4 10 36
9 Eugenia 5 10 36
10 Hoja ancha 6 10 36
11 Hoja fina 3 10 36
12 IAC 90 3 10 36
13 Lineo 19 3 10 36
14 Lineo 20 5 10 36
15 Manantiales 4 10 36
16 Palomita 5 10 36
17 Palomita instituto 5 10 36
18 Palomita San luis 4 10 36
19 Pomberi 5 10 36
20 Rama Seda Rudy 3 10 36
21 Roja 4 10 36
22 Santa Catalina 8 10 36
23 Verde Oliva 9 10 36+ 2 crom.
accesorios

Cultivares que no pudieron ser estudiados:

Del material recibido de la coleccion EEA — INTA EI Sombrero — Corrientes, los
cultivares: Campeona frontera Caa cati (2 plantas), Francisco 1 (4 plantas), Palomita
Frontera Caé cati (3 plantas), Paraguay Frontera Caa Cati (3 plantas), Rama verde (4
plantas) y Peruana Norte (4 plantas) no prosperaron para estudio, ya que las estacas no
fueron conservadas adecuadamente, algunas presentaron sintomas de podredumbre y otras
inicialmente estaban secas.

El cv. Verde Santa Ana Rudy (3 plantas) logré enraizar, pero las plantas eran
susceptibles a bacteriosis y no pudieron ser estudiadas.
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ANEXO 111

Datos de morfologia y viabilidad de granos de polen en otros cultivares.

A) Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

Cultivar Diametro  N°de
de poros poros

(um)

Lineo 10 13,3
INTA

Amarilla 16,13
Montecarlo
Amarilla 10,71
Molina

Rudy

Buena Vista 11,2
Verde Oliva 13,34

16

16

14

18
12

B) Tamariios de granos de polen

Cultivar

Amarilla Montecarlo
INTA

Amarilla Molina Rudy

Buena Vista

Exina

(km)

11,35
12,45
12,95

13,55
13

Nexina Sexina Baculas

(um)

3,63
3,07
5

4,44
4

Granos de polen Muy
Grandes

(50 — 100 pm)

Variacion

(Méx -

min) (W)
171,2 - 154,2

C) Viabilidad en granos de polen

Cultivares

Amarilla
Montecarlo INTA
Amarilla Molina
Rudy

Buena vista

N° plantas
estudiadas

(ee]

165,2 - 137,21
134,42 - 98,64

% Viabilidad de

Tamafo
(%)

163,96

150,63
123,09

polen

(N° Granos
estudiados)

99,06
(2085)
96,09
(1923)
86,66
(1305)

(Hm)

7,72

9,38

7,95

9,11
9

(Hm)

Diametro de
cabezuela
de baculas
(Hm)
8,3-9,6

6,678
S5, 1 —1,7

5,9-6,8
6,2—-8,7

Granos de polen Grandes
(100 — 200 pm)

Variacion
(Méx -

min) (W)
75,74 - 50,53

87,93 - 79,75
93,87 - 87,68

Tamafo
X (W)

66,56

83,89
90,29

Promedio de N° granos de
polen/ antera

130

126

118
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