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Resumen Vi

El regulador de crecimiento vegetal Picloramo, ha sido probado exitosamente en la
produccion de embriogénesis somatica de yuca. En este trabajo de estudio se evalud la
respuesta androgénica del Picloramo usado en diferentes concentraciones en el medio de
induccion androgénica con el uso de la técnica de Cultivo de Anteras (CA) de dos
genotipos de yuca. En este estudio se establecieron seis tratamientos, cuatro
concentraciones de la hormona Picloramo y dos tratamientos de control, un control
absoluto, sin hormona y control positivo la hormona 2,4-D que es evaluada exitosamente
en la técnica de CA,; asi, la respuesta androgénica de la hormona Picloramo en las anteras
de yucas tratadas y la respuesta evaluada son callos inducidos y originados desde células
gametofiticas en esta técnica. Estos callos fueron analizados morfol6gicamente, se observd
la forma y color de la anteras para determinar el crecimiento del callo al interior de la
antera y la forma y color del callo al momento de emerger, los datos fueron registrados por
un periodo de cuatro meses a intervalos de quince dias, tomando el nimero de callo por
antera para el analisis estadistico factorial 2 x 6 x 3 (genotipos x tratamientos x
repeticiones en el tiempo) y al final se evalud el nivel de ploidia mediante la citometria de
flujo. El ensayo fue realizado en el laboratorio de Dobles Haploides (DH) del CIAT, bajo
condiciones controladas en cultivo de tejidos in vitro. Las plantas donadoras fueron
seleccionadas, por su interés comercial y por la buena floracion el cual es un factor
limitante en la tecnologia explorada, CA, asi como la exploracion de una auxina el cual
puede optimizar este proceso. Las respuestas al cultivo de anteras mostraron un
crecimiento mas rapido del tejido somatico que de las células gaméticas por lo cual se hizo

necesario remover este tejido durante el cultivo; el analisis de varianza mostro que dentro



del genotipo TMS 60444 que no hay diferencia significativa, pero fue significativo entre Vii
los genotipos y a mayor concentracion para el genotipo SM 1219-9. Fue claro, en este
trabajo, que para determinar el nivel de ploidia es necesario la aplicacion de marcadores
moleculares.

Palabras claves: Androgénesis picloramo, cultivo de anteras (DH) y haploidia.



Abstract

The plant growth regulator Picloramo, has been successfully tested in the
production of somatic embryogenesis of cassava. In this study we evaluated the androgenic
response that was the effect of Picloramo using in different concentrations in the medium
of androgen induction in the Anthers Culture (AC) of two cassava genotypes. In this study
six treatments were established four concentrations of the Picloramo hormone and two
absolute control treatments, without hormone and positive control the hormone 2,4-D that
is evaluated successfully in the AC technique; thus, as the androgenic response of the
hormone Picloramo in the anthers of cassava treated and the evaluated response are
calluses induced and originated from gametophytic cells in this technique. These calluses
were analyzed morphologically, the shape and color of the anthers were observed to
determine the growth of the callus inside the anther and the shape and color of the callus at
the time of emergence, the data were recorded for a period of four months at intervals of
fifteen days, taking the callus number per anther for statistical analysis factorial 2 x 6 x 3
(genotypes x treatments x repetitions in time) and at the end the level of ploidy was
assessed by flow cytometry. The proposed test was performed in CIAT's Double Haploid
(DH) laboratory. In the DH laboratory all assays were performed under controlled
conditions in in vitro tissue culture. The donor plants have been selected for their
commercial interest and good flowering which is a limiting factor in the technology
explored, as well as the exploration of an auxin which can optimize this process. The
response to the AC showed a faster growth of the somatic tissue that of the gametic cells
for which it became necessary to remove this tissue during the culture; the analysis of

variance showed that within the genotype TMS 60444 there is no significant difference,



but it was significant among the genotypes and at a higher concentration for the genotype i
SM 1219-9. It was clear, in this work, that to determine the level of ploidy, the application
of molecular markers is necessary.

Keywords: Androgenesis, picloram, anther culture (DH) and haploidy.
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1. INTRODUCCION 1

El cultivo de la yuca es considerado un alimento de importancia en seguridad
alimentaria dentro de los vegetales que aportan energia a las comunidades a nivel mundial.
En Colombia se producen cerca de 2 millones de toneladas de raiz al afio del cual el 50%
proviene da la region Caribe. El cultivo de la yuca es muy utilizado en las zonas
marginales por los pequefios agricultores los cuales estan en situaciones mas
desfavorecidas para el establecimiento del cultivo. La yuca se adapta a diferentes
condiciones geogréficas, tolera sequias y puede adaptarse a los cambios climéticos de las
diferentes zonas, siendo importante la optimizacion del cultivo especialmente en aspectos
nutricionales, mecanizacion, fertilizacion del cultivo, manejo de plagas, enfermedades y en
el mejoramiento de los rendimientos de la yuca para asegurar la alimentacion en zonas
marginales (Meza, 2015); (Aguilera, 2012)

El mejoramiento convencional de Manihot esculenta Crantz realiza esfuerzos para
contrarrestar las limitantes en la productividad del cultivo. La yuca presenta diferentes
dificultades en el mejoramiento convencional como la alta heterocigocidad y una poca
produccidn de semilla viable en los cruces realizados, las cuales representan una gran
limitante para el mejorador en la obtencion de una linea pura. Otros factores limitantes en
el mejoramiento de yuca son: la duracion del ciclo vegetativo de las plantas, la gran carga
genética y la heterosis natural de los padres (Ceballos H. F., 2007).

A través del cultivo de tejidos vegetales, se busca la posibilidad de reducir los
problemas que se presentan bajo el esquema del mejoramiento convencional de yuca. Entre
las posibles soluciones esta el empleo de plantas dobles haploides obtenidas a través de

diferentes técnicas: por cruzamientos interespecificos, androgénesis (el cultivo de anteras o



de microspora) o ginogénesis (cultivo de ovarios) en el cultivo in vitro (Foster, 2007). 2
Pero la introduccion de lineas de dobles haploides (lineas completamente homocigoticas)
en el proceso de mejoramiento sélo puede ser posible con un protocolo eficiente para la
produccidn de lineas haploides con un sistema de buen rendimiento en la duplicacién de
los cromosomas.

La induccidn de androgénesis a partir del cultivo de anteras es considerada como un
método comun para la obtencién de plantas haploides de forma rutinaria en muchos
cultivos. Este método ha sido utilizado con éxito en los programas de mejoramiento en casi
todos los cultivos de importancia econdmica durante los Gltimos 20 afios alrededor del
mundo (kurt O. E., 1996), 1996; (Sidhu, 2009); (Castillo A. N., 2013); (Serrata, 2014);
(Ferrie, 2014).

Las ventajas de la técnica de Cultivo de Anteras (CA) en la produccion de dobles
haploides mediante técnicas de cultivo de tejidos ofrece interesantes ganancias como son
reducir el tiempo y costos para obtener plantas dobles haploides, obteniendo el 100% de
homocigosis y reduccién de la carga genética en las plantas; por tanto, la disponibilidad de
lineas homocigotas desde cultivo de anteras permitiria mejorar y aumentar produccion del
cultivo de yuca (Ceballos H. F., 2007).

En el programa de mejoramiento de yuca la herramienta biotecnoldgica de la
produccién de DH no ha sido bien establecida, por eso en la propuesta se explora el efecto
de auxinas aplicadas para la diferenciacién celular a fin de optimizar el protocolo de
cultivo de anteras. Se investigara la respuesta de diferentes concentraciones de Picloramo

en el cultivo de anteras de las dos variedades de yuca: SM-1219-9 y TMS 60444.



2. OBJETIVOS 3

2.1 General:
Evaluar el efecto de Picloramo aplicado en el medio de induccion de androgénesis, en el

cultivo de anteras de Yuca (Manihot esculenta Crantz), en el Centro Internacional de

Agricultura Tropical — CIAT, Palmira — Valle del Cauca.

2.2 Especificos:
v’ Evaluar cambios morfolégicos de las anteras cultivadas y de los callos inducidos in

vitro durante la fase de induccién androgénica en el cultivo de anteras de Yuca.
v' Evaluar la produccion de callos androgénicos en anteras de Yuca cultivadas en

medio de induccion suplementado con diferentes concentraciones de Picloramo.
v’ Evaluar el nivel de ploidia de estructuras androgénicas, callos originados en el

cultivo de anteras, mediante citometria de flujo.



3. REVISION DE LITERATURA 4

3.1 El Cultivo de la Yuca: Taxonomia, Importancia y caracteristicas de la yuca

3.1.1 Taxonomia.

Tabla 1 Taxonimia de la Yuca

Familia: Euphorbiaceae
Subfamilia: Crotonoideae

Tribu: Manihoteae

Género: Manihot

Especie: Manihot esculenta Crantz

Fuente: (Ceballos H. C., Cassava Taxonomy and Morphology, 2012)
3.1.2 Importancia de la Yuca.

La yuca (Manihot esculenta Crantz) esta emergiendo como un alimento basico de
importancia para la alimentacién, ademas de la participacion de la familia en las
actividades agricolas en muchos paises en desarrollo de los tropicos. Méas de dos tercios de
la produccion total de este cultivo son para la alimentacion humana y en una menor
cantidad son usadas como alimento de animales y propdsitos industriales (Meza, 2015). El
cultivo de la yuca es producido principalmente por pequefios agricultores en tierras
marginales y humedales del trépico, siendo la yuca un cultivo muy eficiente en la
produccidn de carbohidratos y un amplio rango de adaptabilidad tolerante a sequia y suelos
acidos (Philipp, 2006).

3.1.3 Caracteristicas Morfologicas de la yuca.

La arquitectura de la planta de yuca se basa en un tallo primario y que eventualmente
produce ramificaciones que pueden ser reproductivas (flores masculinas y femeninas) o
vegetativas (ramas laterales), utilizando la segunda para la produccion y multiplicacion del

material.


https://es.wikipedia.org/wiki/Crantz

La planta de yuca es de ramificacion simpodial y arbustivo, donde su altura se S
encuentra en un rango de 1 a 5 metros dependiendo de las condiciones del cultivo y del
material como se observa en la figura 1, la yuca posee yemas axilares permitiendo su

ramificacion y en cada una de ellas se da la floracion del cultivo (Ceballos H. C., 2012).

llustracion 1Caracteristicas de la planta de yuca: (a) Arquitectura (b) Ramificacién e (c)
Inflorescencia de la planta.

3.1.3.1 Biologia floral

La yuca es una planta de tipo monoica con flores unisexuales masculinas y
femeninas en la misma planta y generalmente en la misma inflorescencia. Las flores de la
yuca se producen en inflorescencia conformada por un racimo de flores donde
encontramos mas flores masculinas que femeninas. Desde el punto de vista botanico puede
definirse como un racimo de racimos, compuesto por un racimo principal que contiene
racimos secundarios; en la generalidad de los casos, las inflorescencias se forman de yemas

en el punto de insercion de las ramificaciones reproductoras (Ceballos H. C., 2012).



llustracion 2 Flores de la planta de yuca: (a) Flor femenina; (b) Flor masculina; Fuente: Ceballos et al,
(2012)

La yuca es una planta monoica, las flores femeninas y las masculinas estan presentes
en la misma inflorescencia, pero separadas (Figura 2), tanto la flor femenina (Figura 2A)
como la masculina (Figura 2B); presentan una arquitectura muy sencilla debido a que, no
presentan ni caliz, ni corola, sino una estructura indefinida denominada perianto,
compuesto de cinco tépalos (estructura intermedia entre sépalos y pétalos en las flores
completas). La flor masculina posee diez anteras cada una compuesta de cuatro sacos
polinicos donde se forman granos de polen. La produccién de flores no es la misma en
todas las variedades de yuca y entre ellas hay diferencias en tiempos de floraciéon y
cantidad de flores producidas (Ceballos H. C., 2012).

3.2 Microsporogénesis y Microgametogenesis:
La reproduccion sexual de las plantas comienza con la formacion de los gametos

tanto masculinos como femeninos, los cuales contiene la mitad de la informacion genética

de la especie (Wang, 2010).



La microsporogeénesis es la gametogénesis masculina, por tanto, es el proceso de 7
formacion desde un microsporocito (célula madre) contenidos en el saco polinico, las
cuales son diploides (2n) y en el proceso de la meiosis se dividen sucesivamente dando
lugar a una tétrada conformada por cuatro microsporas uninucleados que contienen la
mitad de la informacion genética (n) de la célula madre (figura 3A).

Posteriormente la microspora pasan diferentes etapas de su desarrollo terminando en
la formacion del grano polinico (figura 3B), el cual comprende las siguientes etapas: a)
uninucleado temprano, cuando la doble pared de la microspora (intina y exina) no esta bien
conformada todavia y el nlcleo esta situado en el centro de la microspora; b) uninucleado
medio, cuando la doble pared esté bien definida y el nicleo comienza a desplazarse hacia
un costado, debido a la presencia de una vacuola grande; c) uninucleado tardio, cuando el
nucleo esta localizado en el costado de la microspora, se presenta agigantado con pequefias
vacuolas nucleolares y listos para entrar en mitosis; d y e) después de la division mitética
la microspora entra en el estado binucleado el cual comprende de dos etapas: - el
binucleado temprano se presenta inmediatamente después de la primera division mitética
del nucleo, formandose dos nucleos, uno vegetativo el cual generalmente es de mayor
tamano, y el generativo o espermatico mas pequefio; f) el binucleado tardio que es la etapa
final para constituirse en el grano de polen conformado por granulos de almidén en el
citoplasma y su ndcleo generativo pasa su segunda division mitdtica conformandose un
conjunto de tres ndcleos haploides del cual toma el nombre de grano polinico, que es el

gametofito masculino (Lentini, 1997).
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[lustracién 3 Proceso del desarrollo del grano polinico (Gonzales, 2016)
3.3 Androgénesis en cultivo in vitro de anteras

La biotecnologia ha aportado diferentes herramientas metodoldgicas para
complementar los programas de mejoramiento, como son: la transformacidn genética, la
hibridacion somaética y el cultivo de tejidos. La androgénesis hace parte de esta Ultima
herramienta la cual utiliza la totipotencia celular que posee las microsporas contenidos en
el saco polinico de las anteras, para obtener plantas haploides (Murovec, 2004).

La androgénesis es la capacidad de desarrollo de una planta a partir de las
microsporas contenidas en las anteras. Este proceso puede ser inducido en la microspora
inmadura en el cultivo in vitro, cambiando su ruta de desarrollo después de la aplicacion de
un factor estresante, causando divisiones celulares. Androgénesis puede pasar mediante

dos mecanismos: directa o indirecta; la directa es el desarrollo de la microspora a embrion,



para asi llegar a la planta; la indirecta es cuando la microspora desarrolla un callo y 9
después pasa por el estado de estructuras androgénicas (embriones) que después regeneran
las plantas (Figura 4). Mediante esta técnica se puede obtener plantas haploides o plantas

dobles haploides — completamente homocigotas (Nitsch, 1969).

haploid plantlet

Anthers cultured %
nutrient medium “*  haploid
=i plantlet

llustracion 4 Proceso de androgénesis mostrando las dos posibles rutas de induccion de
androgénesis: directa e indirecta (Torres, 2012).

3.4 Produccion de plantas haploides y dobles haploides y su importancia el
mejoramiento

El descubrimiento de la obtencion de plantas haploides esporofitica de forma
espontanea en Datura stramonium en 1922, tuvo un gran impacto y un mayor desarrollo de
los procedimientos in vitro para la produccion de plantas haploides y dobles haploides. En
el mundo de la biotecnologia existen diferentes tecnicas de obtencion de plantas haploides
y dobles haploides las cuales son: cruzamientos interespecificos, androgénesis (el cultivo
de anteras o de microsporas) o Ginogenesis (cultivo de ovarios) en el cultivo in vitro

(Foster et al, 2007). La androgénesis a partir del cultivo de anteras es considerada como un



método comun para la obtencién de plantas haploides de forma rutinaria en muchos 10
cultivos (Murovec, 2004).

Pero la introduccion de lineas de dobles haploides (lineas completamente
homocigdticas) en el proceso de mejoramiento sélo puede ser posible con un protocolo
eficiente para la produccion de lineas haploides con un sistema de buen rendimiento en la
duplicacion de los cromosomas (We¢dzony M. F.-H., 2009).

La importancia y aplicacion de lineas homocigotas — lineas de dobles haploides - en
un programa de mejoramiento es en: (a) los cruzamientos para explotar el fendomeno de la
heterosis (sobre-expresion de una 0 mas caracteristicas de importancia econdmica en las
progenies); (b) facilitacion de la expresion de rasgos recesivos; (c) reduccion del tiempo
necesario para la obtencidn de nuevas variedades debida a la carga genética y la naturaleza
heterocigota de los padres; (d) desarrollo de marcadores moleculares (Ceballos H. F.,
2007).

3.5 Androgénesis en el cultivo de anteras (CA)

Androgénesis es definido como el proceso de generacion de un individuo, cual base
genética es derivada exclusivamente de los nucleos de origen masculino (microsporas).
Que en otras palabras las plantas regeneradas en este proceso son exclusivamente de origen
masculinos precursores de gametos haploides (gametofitico). Esta ruta experimental,
alternativa al desarrollo normal del polen, fue descubierta en 1964 por Guha y
Maheshwari. Desde este tiempo mediante intensas exploraciones en este campo de la
ciencia, la técnica de cultivo de anteras se ha convertido en el método méas empleado para
la obtencion de plantas haploides / dobles haploides (Foster, 2007).

Durante los altimos 20 afios alrededor del mundo este método ha sido utilizado con éxito

en los programas de mejoramiento en casi todos los cultivos de importancia econémica. En



el presente se encuentran mas de 150 especies pasadas por esta técnica con una buena 11
participacion de cultivos comerciales como: arroz, cebada, trigo, papa, tabaco, coco, colza
oleaginosa y maiz (Perera P. 1., 2010); (kurt O. E., 1996); (Sidhu, 2009); (Castillo A. N.,
2013); (Serrata, 2014); (Ferrie, 2014). Desafortunamente entre estos cultivos no se
encuentra el cultivo de yuca por causa que el protocolo de produccion de DH por medio de
cultivo de anteras, hasta ahora no ha sido bien establecido (Perera P. O.-L., 2013).
3.5.1 Factores que inciden en el cultivo de anteras

La capacidad de respuesta androgénica en el cultivo de anteras, se evalta por la
cantidad de estructuras androgénicas y/o callos surgidos en la fase de induccion y por la
cantidad de plantas verdes regeneradas en la fase de regeneracion. En este proceso de
androgénesis se reconocen los factores que afectan la capacidad de respuesta androgénica.
Entre los factores méas conocidos que afectan el proceso de androgénesis se encuentran: El
factor genético — (genotipo), el estado de desarrollo de la microspora en las anteras, Los
factores ambientales — (condiciones de crecimiento de la planta donante), los factores de
estrés: - aplicados a las Inflorescencias antes del establecimiento del cultivo - nombrado
pre-tratamientos (bajas y altas temperaturas) y aplicados en el cultivo de las anteras
(componentes del medio: hormonas, carbohidratos; caracteristica quimica del medio:

osmolaridad) (Wedzony M. F.-H., 2009); (Mishra, 2016); (Bagheri, 2008).

3.5.1.1 El genotipo:

Entre los factores reportados hasta el momento, el genotipo es uno de los principales
factores genéticos que afectan la respuesta androgénica en el cultivo de anteras in vitro
(Mishra, 2016); (kurt O. E., 1996). Trabajos realizados en cultivo de anteras de arroz con

las lineas japdnicas de riego comparadas con lineas indicas y japonicas de secano



mostraron la importancia del genotipo; en los cuales las lineas japonicas de riego 12
presentaron una mayor produccion de callos androgénicos y posteriormente regeneracion
de plantas verdes (Lentini, 1997); (Bagheri, 2008). Estudios hechos en plantas Miscanthus
sinensis hierba ornamental donde el genotipo tenia un efecto significativo en el nUmero de
callos producidos (Gtowacka, 2012). EI mismo efecto de importancia del genotipo fue
reportado para otras especies de importancia economica como: trigo, triticale, cebada
(Immonen, 1996); (Kasha, 2003); (Matuszynski, 2003); (Datta, 2005); (Wedzony M. F.-H.,
2009).

3.5.1.2 Los factores ambientales:

El crecimiento y las condiciones de desarrollo de la planta donante es importante entre
los factores, un buen desarrollo de la planta esta relacionada a la eficiencia de la respuesta
androgénica. La planta donadora debe de estar libre de insectos, plagas, enfermedades. Las
condiciones ambientales como deficiencias de nutrientes, hidricas, térmicas, humedad y
fotoperiodo, todos los factores mencionados anteriormente afectan la eficacia de la
induccion androgénica (Lentini, 1997); (Matuszynski, 2003); (Datta, 2005); (Wedzony M.
F.-H., 2009).
3.5.1.3 Los factores de estres:

Los pre-tratamientos de diversos tipos se dan a los érganos florales para inducir estrés
que en ultima instancia puede redireccionar el desarrollo celular de las microsporas desde
la direccién gametofitico (natural desarrollo del grano de polen) para la direccion
esporofitica (inducidas divisiones celulares las cuales siguen hasta producir estructuras
androgénicas o callos). Los pre-tratamientos de uso general son choques térmicos como las

temperaturas altas y bajas (Matuszynski, 2003); (Datta, 2005); (Wedzony M. F.-H., 2009).



3.6 Componentes de Medios de cultivo: 13

La composicion de los medios aplicados es un elemento muy importante que tiene
un impacto definitivo en el curso del proceso de androgenesis. En el resultado final de los
cultivos androgénicos no solo afecta la presencia del componente del medio (la calidad),
sino también los componentes individuales (cantidad y proporcion) los genotipos que
fueron considerados como resistentes a androgénesis después del cambio de la
composicion del medio dieron una buena respuesta (Matuszynski, 2003); (Marciniak,
2003); (Datta, 2005); (Wedzony M. F.-H., 2009).

Los medios usados en cultivo de tejidos vegetales estdn compuestos por diferentes
componentes tales como: sales, vitaminas, aminoacidos, reguladores de crecimiento
(fitohormonas), azucares, agentes solidificantes (agar, Gellan - gelrite y phytagel -), y agua
bi-destilada (Lentini, 1997). Todos los mencionados componentes cumplen importantes
funciones en el crecimiento o desarrollo de las plantas in vitro. Desde todos los
componentes mencionados las auxinas son los componentes fundamentales para la
induccion de androgénesis.

En los estudios realizados por (Perera P. O.-L., 2013) en cultivo de anteras de yuca
usando el medio MS suplementado con 2,4-D 8mg/L fue posible la induccion de
estructuras embriogénicas. Trabajos realizados por (Ochoa, 2012) muestra resultados
exitosos para produccion de embriogénesis somatica en el cultivo de yuca, usando medios
MS y DKW suplementados con Picloramo a una concentracion de 12 mg/L siendo mas
eficiente que 2,4-D y Di-camba para la produccién de embriones somaticos. En el estudio
de (Chirinos, 2006) en el cultivo de anteras de lineas dulces y amargas de yuca fueron
exitosamente probados los medios MS y N6 suplementados con ANA y sulfato de cobre.

Trabajos realizados por (Zur, 2013) han probado el Picloramo en combinacion con



hormonas como dicamba y kinetina con el medio base KFWC, obteniendo buenos 14
resultados en el cultivo de Miscanthus x giganteus una graminea de uso industrial. En el
cultivo de Borago officinalis, trabajo reportado por (Abdollahi, 2017), las plantas de
borraja utilizada en la alimentacién como verdura en los paises europeos y de uso
medicinal, la agro-biotecnologia ha logrado produccion de plantas DH en el cultivo in vitro
usando el picloramo y este en combinacion con las hormonas 2ip (2-isopentenil adenina) y

2,4-D (Acido 2,4-diclorofenoxiacético)

3.7 Estadio de desarrollo de la microspora 6ptimo para el en Cultivo de Anteras de
yuca

En el momento de hacer la siembra del cultivo de anteras los diferentes autores
indican que el desarrollo de la microspora es un factor determinante para la respuesta
androgeénica (Marciniak, 2003); (Datta, 2005); (Wedzony M. F.-H., 2009). (Lentini, 1997),
determind que, en arroz, el estado de desarrollo de la microspora éptimo para el cultivo de
anteras es el uninucleado medio a tardio. Muchos otros autores confirmaron en sus trabajos
el mismo estado de desarrollo como éptimo para induccion de androgénesis (Marciniak,
2003); (Datta, 2005); (Wedzony M. F.-H., 2009).

Para facilitar el trabajo en el cultivo de anteras in vitro en muchas especies se
establecio un correcto estado de desarrollo de la inflorescencia que corresponde con el
estado de desarrollo dela microspora, 6ptimo para la androgénesis. Por ejemplo, en el
trabajo de (Lentini, 1997) se establecid las caracteristicas morfologicas de la panicula, cual
son asociadas al estado de desarrollo de dichas células. En estudios realizados por (Perera
P. 1., 2008) en el cultivo de anteras de Coco, reportaron que estado correcto para la cosecha
de la inflorescencia fue después de su apertura (en la tercera semana), este estado

correlaciono el éptimo estado de desarrollo de las microsporas para androgénesis. En



Yuca, (Chirinos, 2006) establecieron que las anteras que provienen de botones florales 15
de tamafio entre 1 a 1.5 mm fueron en un punto 6ptimo de desarrollo para iniciar el cultivo
de anteras. Los tamarios de los botones florales establecidos por Chirinos no corresponden
con el establecimiento de ensayos realizados por (Wang, 2010) y (Perera P. Q., 2012), en
donde se estimd que el estado de desarrollo de la microspora, 6ptimo en yuca para la
androgénesis fue correlacionado con botones florales de tamarios entre 2.1 a 2.6 mm. Estas
diferencias pueden resultar en los diferentes cultivares ensayados.

3.8 Estimacidn del nivel de ploidia por citometria de flujo:

La estimacion del nivel de ploidia es una técnica esencial en el mejoramiento y la
genética de las plantas. Determinacion de ploidia se utiliza ampliamente en las plantas
regeneradas a partir de cultivo de tejidos, por causa de que la variacion de ploidia es muy
comun en condiciones in vitro (Cramer, 1999).

Existen varias técnicas que estan disponibles para la determinacion del nivel de
ploidia por ej.: las macroscopicas diferencias morfoldgicas de plantas, el conteo de
cromosomas Yy citometria de flujo. Durante los ultimos afios, la citometria de flujo se ha
establecido como un método novedoso Util, para determinar - de manera rapida, eficiente,
reproducible y a un costo reducido por muestra - el contenido relativo de ADN nuclear y el
nivel de ploidia de un gran nimero de especies (plantas y animales) (Ochatt S. , 2006).

Basicamente, el citometro de flujo es compuesto de parte fluidica, optica y
electronica. En el proceso de medicion las células / nucleos (tefiidas con un fluorocromo)
fluyen separadas en una suspension a través de un volumen iluminado en el que dispersan
la luz y emiten una fluorescencia que se recoge, se filtra y se convierte a valores digitales

para el almacenamiento en la computadora (Robinson, 2006).



En primer lugar, el uso mas frecuentemente reportado de citometria de flujo en la 16
literatura ha sido analizar el nivel de ploidia de los individuos obtenido después de
experimentos de induccién androgénica, haplo-diploidisation o duplicacién de cromosomas
por medio de colchicina (Ochatt S. M., 2002).

(Perera P. W., 2006) en su trabajo reportaron que por medio de citometria de flujo el
nivel de ploidia de estructuras androgénicas de coco fue exitosamente analizado. El analisis
reveld que todas las estructuras llamadas embrioides fueron de nivel de ploidia 1n -
haploide (n = x = 16) que indica que los callos / embrioides fueron originados de las
células gaméticas de las anteras. Estudios de nivel de ploidia - en estructuras androgénicas
de yuca - analizados por citometria de flujo, han mostrado haploides y mixoploides, entre
todas las muestras analizadas (Perera P. O.-L., 2013); (Dolezel, 2007) mostraron por
citometria de flujo presencia de haploides e individuos con un nivel de ploidia 2C que

corresponde a diploide.



4. MATERIALESY METODOS 17

4.1 Localizacion:

El ensayo se realiz6 en el laboratorio de cultivo de anteras in vitro del Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) ubicado en Palmira — Valle del Cauca, 3° 16’
latitud norte, 76° 32’ longitud oeste y a una altitud de 965 msnm. El laboratorio
mencionado cuenta con el cuarto de preparacion de medios, cuarto frio con condiciones
controladas (temperatura de 10 °C +/- 1°C), cuarto de transferencia con condiciones
controladas (temperatura de 24 °C +/- 1°C) y equipado con cabina de flujo laminar - en el
cual el motor hace circular el aire pasando por dos filtro EPA para asegurar un ambiente
aséptico en la mesa de trabajo, y cuarto de crecimiento con incubadoras donde se

almacenan los cultivos sin iluminacién a una temperatura de 28°C constante.

4.2 Material vegetal

Las plantas donantes de botones florales utilizadas en el cultivo de anteras, fueron
las variedades SM 1219-9 y TMS 60444 las cuales se seleccionaron por el programa de
mejoramiento, por su amplia adaptacion al ambiente, gran cantidad de flores, contraste en
la floracion, homogeneidad del material y su uso en cultivo de tejidos. SM 1219-9 es el
resultado de poli-cruzamientos (polinizacién abierta) echas en 1998 con un solo progenitor
femenino (CG 1450-4) derivados de variedades autdctonas conocidas como MCOL 1505 y
MCOL 1940. El clon TMS 60444 este material ha sido usado como linea modelo para
trabajos en transformacion genética (Perera et al., 2012). Los clones de Yuca SM1219-9 y
TMS60444 son materiales utilizados por el programa de mejoramiento y aprovechados

para CA.



Las plantas donantes fueron sembradas en los campos experimentales del CIAT
bajo condiciones naturales, de forma escalonada, sin aplicaciones quimicas y realizando

controles manuales para eliminar posibles patdgenos e insectos plaga. El establecimiento

18

del cultivo de yuca comienza con la seleccion de la semilla, se corta los tallos y se utilizan

como material de inicio del cultivo en campo incluyendo el adecuado manejo agronémico

(correcta fertilizacion y provision de agua).

4.2.1 Composicién y preparacion del medio de cultivo
4.2.1.1 Composicion del medio de cultivo: Se utiliz6 el medio de induccién androgénica
NLN, planteado por Perera et al, (2013), cuya composicion se encuentra en la Tabla 2.

Tabla 2 Componentes del medio basal NLN de induccion androgénica de yuca.

Compound g/L
KNOs3 2
MgS04.7H,0 0.125
KH2PO4 0.125
Ca(NO3), 1.25
CioH12FeN2NaOsg 0.0278
MnS04.H>O 0.019
H3BOs3 0.01
ZnS04.7H20 0.01
CuS04.5H,0 0.000025
Na;Mo004.2H20 0.0003
CoCl,.6H,0 0.000025
Thiamine-HCI 0.0005
Pyridoxine-HCI 0.0005
Nicotinic Acid 0.005
Glycine 0.002
D-Biotin 0.00005
Folic Acid 0.0005
Glutathione 0.03
L-Glutamine 0.8
L-Serine 0.1

Fuente: (Perera P. O.-L., 2013)



4.2.1.2 Preparacion del medio: Para la preparacion del medio bésico de cultivo, enun 19
plato de agitacion con un magneto se colocd el vaso precipitado de 2000 ml el cual se llend
a la mitad del volumen final del medio con agua bi-destilada; se agregaron todos los
componentes basicos del medio (Tabla 1), fueron agitados hasta su completa dilucion y al
final fue aforado con agua bi-destilada a su totalidad. La solucién preparada anteriormente
se dividio en volumenes iguales de 250 ml y fue suplementado con las auxinas de acuerdo
con los tratamientos propuestos en la Tabla 2. EI medio fue suplementado con dos
fitohormonas: 2,4-D en una concentracion de 8mg/L - como control positivo y Picloramo
en cuatro diferentes concentraciones de 8, 12, 16 y 20 mg/L, se prepar6 también un medio
NLN basico sin hormonas - como control absoluto. Los 6 tratamientos fueron marcados de
uno a seis como se presenta en la tabla 2.

Posteriormente en todos los medios preparados se establecio el pH y se realizo la

esterilizacion del medio.

Tabla 3 Tratamientos hormonales aplicados en el ensayo

Tratamientos | Concentracion de Tipo de
hormonas tratamiento
T-1 Sin hormona Control absoluto
T-2 Picloramo 8 mg/I Tratamiento
T-3 Picloramo 12 mg/I Tratamiento
T-4 Picloramo 16 mg/l Tratamiento
T-5 Picloramo 20 mg/I Tratamiento
T-6 2,4-D 8 mg/l Control positivo

4.2.1.3 Establecimiento de pH y esterilizacion del medio liquido: Después de la
preparacion del medio, se establecid para todos los tratamientos el pH a 5,8 usando el
medidor de pH (Thermo Orion 3 star) ajustandolo con las soluciones: - alcalina NaOH al

1IN -0 acida de HCL al 1N.



El proceso de esterilizacion se realizé en cabina de flujo laminar por filtracion, 20
utilizando filtros Millipore de forma manual usando membranas con poros de 0,45 um
(Termo Scientific Nalgen, Rapid-Flow). EI medio fue filtrado a través de los filtros
mencionados a botellas de tapa rosca previamente esterilizadas. A todos los medios de
cultivo se les adiciond un antibidtico sistemico inhibidor de sintesis de la pared celular de
bacteria (Ticarcillin-clavulanate, Duchefa) para evitar la contaminacion en el medio de

cultivo.

4.3 Etapas para el establecimiento del cultivo de anteras de yuca

4.3.1 Cosecha de las inflorescencias: Para los ensayos planeados en el cultivo in vitro, el
material vegetal se tomo de la tercera ramificacion; las inflorescencias fueron colectadas
entre 8 y 10 de la mafiana, solamente de las plantas sanas y vigorosas con profusa
floracion, de similar morfologia y estado de desarrollo. Las inflorescencias colectadas
fueron inmediatamente transportadas en condiciones de frio (empacadas en bolsas plasticas
y guardadas en cajas de icopor con un gel congelado Glacier Ice Co., Stockton, CA, USA),
el propdsito fue evitar la deshidratacion de las flores y dafios en este proceso.

4.3.2 Seleccion y esterilizacion de los botones florales: Posteriormente a la recoleccion
del material del campo y tan rapido como fue posible, los botones florales fueron
seleccionados de acuerdo con los tamafios florales propuestos por Wang et al, (2010) y
Perera et al, (2013), las flores masculinas seleccionadas para el experimento oscilaron
entre 2.3 y 2.6 mm (estadio de desarrollo de la microspora uninucleado tardio a binucleado
temprano). Inmediatamente después de la seleccion de los botones florales se realiz6 la

esterilizacion en la cdmara de flujo laminar en condiciones estériles.



El proceso de esterilizacion fue compuesto por los siguientes pasos: 1) Los 21
botones seleccionados fueron colocados en un beaker de vidrio con un colador para
facilitar el proceso de esterilizacion, después de este paso al beaker fue aforado con etanol
al 70% cubriendo completamente los botones florales; este tratamiento duro tres minutos.
Seguido el colador con los botones florales fue transferido a otro recipiente; 2) continuando
con el segundo paso de la esterilizacion se agrego hipoclorito al 10% al recipiente dejando
actuar por veinte minutos con un recambio de igual solucién a los diez minutos; 3) el
altimo paso de este proceso fueron tres enjuagues con agua bi-destilada y esterilizada, cada
uno de a un minuto. Después de la esterilizacion el material vegetal fue listo para el
siguiente paso.

4.3.3 Pre-tratamiento de los botones florales: EI material vegetal esterilizado fue
colocado en condiciones asépticas en una caja Petri con un papel absorbente (Whatman N°
6), sellada con una pelicula plastica y pre-tratado en cuarto frio a temperatura de 10 °C
durante 5 dias. Después el material vegetal fue retirado del cuarto frio y llevado al cuarto
de transferencia, donde las anteras fueron aisladas de la flor y colocadas en el medio de
cultivo.

4.3.4 Cultivo de anteras: Acorde con la metodologia desarrollada por Perera et al, (2013),
se realizo el aislamiento de las anteras, utilizando un estereoscopio Olympus SZ2-1LST.
En el proceso fueron sembrados 40 anteras de 8 botones florales por caja Petri de 60 x 15
mm que contenian 10 ml de medio de induccién liquido NLN (Perera et al, 2013). Las
cajas Petri fueron selladas e incubadas a 28 °C +1 bajo condiciones de oscuridad
(incubadora Percival cu56). En este trabajo cada caja Petri se consideré como una

repeticion en el tiempo. La siembra de los dos genotipos fue realizada al tiempo para



conservar las mismas condiciones del cultivo. Cada ensayo consto de seis tratamientos, 22
de los cuales cuatro contenian la hormona Picloramo en diferentes concentraciones, un
control absoluto sin hormona y un control positivo el cual contenia la hormona 2,4-D. Los

detalles de estos tratamientos se encuentran en la Tabla 2.

4.4 Evaluacion morfoldgica de anteras cultivadas y las estructuras androgénicas
(callos obtenidos en el cultivo de anteras in vitro)

Para la descripcion morfoldgica de las anteras cultivadas y las estructuras
androgénicas en la literatura no hay mucha informacion, por lo cual se realiz6 de acuerdo a
la metodologia de Ochoa et al., 2012; en el cual se utiliza el CEF (callo embriogénico
friable) para la transformacion genética en yuca desde callos somaticos; en este trabajo se
propuso registrar el color y forma de las anteras sembradas en el medio de induccion,
durante este periodo bajo un estéreo-microscopio Olympus SZ2-1LST. Se removieron los
callos somaticos producidos desde el filamento de la antera y el tejido conector. Durante la
fase de induccion androgénica, se realizaron observaciones periddicas quincenales por un
periodo de cuatro meses; las estructuras androgénicas producidas desde la antera de yuca
se le hicieron tomas de fotos para el registro del color y la forma de los callos buscando
evidenciar el origen embriogénico de los callos.

4.5 Evaluacion de la respuesta androgénica en el cultivo in vitro de anteras de yuca

Se evaluo la repuesta en el cultivo de anteras de la induccién androgénica de dos
genotipos (TMS 600444 Y SM 1219-9) por el nimero de callos emergidos por antera
sembrada en los diferentes tratamientos establecidos. Después de cuatro meses en la fase
de terminacion de induccion androgénica se contabilizaron el nimero de callos producidos
desde la antera que dieron respuesta al tratamiento y se hizo las tomas de datos finales de la

cantidad de callos por anteras sembradas, las cuales en el paso anterior fueron evaluadas



exitosamente, como resultado a la respuesta de origen gametofitico, que habld de la 23
respuesta androgénica del cultivo. Posteriormente la estructura androgénica fue analizada
su nivel de ploidia mediante la citometria de flujo.

4.6 Evaluacion de nivel de ploidia de estructuras androgénicas mediante citometria de
flujo.

Para determinar el nivel de ploidia de las estructuras obtenidas en el proceso de
androgeénesis se utilizo citometria de flujo. EI material vegetal para el analisis fue
preparado usando el kit de acuerdo al protocolo Flow Cystain UV Precise PARTEC,
namero del catalogo: 05-5002 (Pasqual et al., 2012). Este protocolo consta de los
siguientes pasos: 1) El aislamiento de los nlcleos. En el proceso se coloco,
aproximadamente 0.5 cm? de tejido de hoja (muestra control), tejido de callo originado de
la hoja (muestra control, de variacién somaclonal) y tejido de estructuras androgénicas /
callo (muestras a evaluar) en una caja Petri plastica; después de la adicion 400 pl de buffer
de extraccidn, el tejido fue picado precisamente usando una hoja de cuchilla de afeitar
afilada por 60 segundos. Para asegurar un buen procesamiento del tejido las hojas de
afeitar fueron cambiadas después de cada 5 muestras. El tejido procesado en el paso
anterior fue incubado por 5 minutos. Después de la incubacion de la suspension del tejido
en el buffer de extraccion, las muestras fueron filtradas a través de un filtro de nailon
desechable de 50 um a un tubo analitico (CellTrics codigo No: 04-0042-2317). 2) Tincion
de nucleos. Al filtrado se agreg6 1,6 ml del buffer de tincién con un fluorocromo 4 ',6-
diamino-2-fenilindol (DAPI), la solucion fue incubada por un periodo de media hora en
oscuridad y posteriormente analizada en el Citdmetro de flujo por el canal de fluorescencia

(UV).



Los analisis del nivel de ploidia fueron realizadas usando el equipo CyFlow Space 24
citometro de flujo (Sysmex America Inc., 2016) con el programa Flomax, las medidas
fueron realizadas por la excitacion de la fluorescencia UV por debajo de A = 420nm y con
una emision de fluorescencia para DAPI entre A = 435 nm y A = 500 nm.

El proceso de medicion de nivel de ploidia en el equipo mencionado, es hacer pasar
los nucleos de forma individual por un sistema de fluido continuo (solucién Shiff), pasando
por el sistema Optico que excita la fluorescencia de DAPI y la sefial pasa por el detector, el
cual hace los conteos de la sefial de emision fluorescente de los ndcleos tefiidos.

El primer paso en el proceso de medicion es la calibracion del equipo de acuerdo con
la recomendacién del protocolo de Partec, usando la solucion de calibracion suministrada
por el proveedor del equipo. Posteriormente se realiza la medicion de las muestras
preparadas, en primera instancia fueron analizadas las dos siguientes muestras control: 1) -
hoja del genotipo-,2) callo somatico inducido desde las hojas del genotipo analizado
(control para variacion somaclonal). Al final, se tomo analisis de las muestras apropiadas

preparadas de las estructuras androgeénicas / callos.

4.7 Disefio experimental y andlisis estadistico

El disefio experimental es presentado en la Tabla 4. El ensayo fue realizado en tres
siembras en el tiempo (tres repeticiones) para reducir el efecto del clima en la variable de
respuesta (Numero de callos inducidos). Los tratamientos se sembraron para evaluar la
interaccion del genotipo por la hormona. Para establecer cada tratamiento se seleccionaron
ocho flores de las cuales se tomaron cinco anteras de cada flor, para asegurar completa
aleatoriedad y homogeneidad dentro de cada repeticion; por tanto, cada caja Petri con

cuarenta anteras sembradas, fue tratada como una réplica, cada tratamiento fue



representado por tres réplicas. La poblacion total de anteras sembradas para tres 25
repeticiones era compuesta de ciento veinte individuos por cada tratamiento.

En el anélisis estadistico para evaluar los datos de la respuesta androgénica en el
cultivo de anteras con diferentes concentraciones de Picloramo se us6 el disefio factorial 2
x 6 x 3 (genotipos x tratamientos x repeticiones en el tiempo) el cual permitié analizar el
efecto de la hormona en cada tratamiento y comparar las dos variedades.

Con el disefio factorial, fue evaluado el efecto del genotipo, la concentracién de la
hormona y la interaccion del genotipo por concentracién de la hormona.

Mediante un analisis de varianza, con un error del 5%, usando el procedimiento Proc GLM

del sistema SAS 9.3 para Linux.

Tabla 4 Esquema del ensayo; material vegetal y concentraciones de las hormonas
aplicadas en el experimento, control absoluto - sin hormona, control positivo - 2,4-D 8
mg/L y tratamientos de Picloramo- 8 12, 16 y 20 mg/L.

GENOTIPO TRATAMIENTO REPETICIONES
HORMONAL (fitohormona)
SM —-1219-9 T —1 (Sin hormona)

T — 2 (Picloramo 8 mg/L)

T — 3 (Picloramo 12 mg/L)
T —4 (Picloramo 16 mg/L)
T —5 (Picloramo 20 mg/L)
T-6(2,4-D 8 mg/L)

TMS 60444 T — 1 (Sin hormona)

T —2 (Picloramo 8 mg/L)

T — 3 (Picloramo 12 mg/L)
T —4 (Picloramo 16 mg/L)
T — 5 (Picloramo 20 mg/L)
T-6(2,4-D 8 mg/L)

WWWWWWWW W Ww ww




26

5. RESULTADOS

5.1 Evaluacion morfolégica de anteras cultivadas y las estructuras androgénicas /
callos obtenidos en el cultivo de anteras in vitro

Durante el establecimiento del cultivo de anteras, se observé que las anteras
seleccionadas y siguientemente diseccionadas presentaron un rango de colores entre verde
transparente hasta amarillo claro. En el cultivo de anteras, durante el proceso de induccion
de androgénesis se observo cambios en la apariencia de las anteras aisladas. Durante el
proceso de induccion se podia observar oscurecimiento del color de las anteras y en la
mayoria de ellas los sacos polinicos y los tejidos somaticos se estaban engrosando. La
respuesta mas rapida que se observé en el cultivo de anteras fue desde el tejido somatico,
(tejido conectivo, filamentos o de la pared de la antera de la yuca), después del primer mes
se podia observar el desarrollando excesivo de callos sométicos — (Figura 6) los cuales no
eran de interes del ensayo y fueron eliminados sistematicamente, permitiendo el desarrollo
de callos de origen esperado. Pasando tres hasta cuatro meses de cultivo, se podia observar
el desarrollo de callos de origen potencialmente haploide, que se estaban agrietando desde
los sacos polinicos hinchados. Estas callosidades originadas no mostraron una apariencia

embrioidal o de estructura compacta, pero estaban formando clusters sueltos de callos

(Fig.7).
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lHustracion 6 Produccion de callos emergidos del saco polinico potencialmente haploide
de las anteras de yuca; (a) Callo emergiendo de la variedad SM 1219-9 del tratamiento

positivo 8 mg / L de 2,4-D. (b, c, d) Produccion de callos en tratamiento con Picloramo 20
mg /L. (e, f, g, h, i) Picloramo con 16 mg/L.



5.2 Evaluacion de la respuesta androgénica en el cultivo in vitro de anteras de yuca 28

En el presente ensayo como respuesta androgénica fue evaluado el nimero de callos
emergidos de los sacos polinicos de las anteras.
Todo proceso de induccidn de androgénesis que estan mostrando los datos estadisticos en
el anélisis de varianza, fue significativamente dependiente del genotipo y también de
algunos tratamientos (Tabla 4). Igualmente se observd diferencias significativas en la

interaccion variedad por tratamiento.

Tabla 5 Andlisis de varianza de la influencia del genotipo y efecto del medio de induccién
androgénica con Picloramo.

Evaluacion de efectos fijos
OEfecto Numero de grados de libertad DF | F Valor |Pr>F
Tratamiento 5 36,25 <.0001
Variedad 1 82,63 <.0001
Tratamiento*Variedad | 5 4,55 0,0062

La eficiencia de induccién de callos en las variedades probadas, fue mayor en la variedad
TMS 60444 (24.3%) con relacion a SM 12-199 (7.7%), superandola en un 68.3% (Tabla

).

Tabla 6 Eficiencia de induccion de androgénesis observadas en las variedades SM 12199 y
TMS 60444 en medio de induccion suplementado con diferentes concentraciones de
reguladores de crecimiento.

Tratamiento SM12199 TMS60444
(%) repuesta de la antera

Picloramo 12mg 8,3 30,8

2-4-D 8mg 75 30,0

Picloramo 16mg 11,3 30,0

Picloramo8mg 5,0 28,3

Picloramo 20mg 14,2 26,7

sin hormona 0,0 0,0



Acorde a la Figura 8, en la variedad TMS 60444 no se observaron diferencias 29
significativas entre los tratamientos probados con relacion al control positivo. Por el
contrario, en la variedad SM 1219-9 se observaron diferencias significativas, donde el
tratamiento de Picloramo 20mg/L indujo la mayor cantidad de callos (5.28), superando al

control positivo en un 59.1%.
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llustracion 7 La figura muestra los valores promedios y su comparacion en la produccién
de callos en la eficiencia de la induccion de androgeénesis en el cultivo de anteras de dos
lineas (SM1219-9 y TMS 60444) con seis diferentes tratamientos, dos reguladores de
crecimiento: 2,4-D 8 mg/L- control positivo y las diferentes concentraciones de Picloramo
(P8=8 mg/L, P12=12 mg/L, P16= 16 mg/L, P20= 20 mg/L) y un control absoluto - sin
hormona.

Para el experimento los valores de la prueba DMS de Fisher con una tasa de error
individual de 0.05 (equivalente a un nivel de confianza de 95%) fue calculada, y se observo
que en la variedad TMS 60444 no hay diferencias significativas entre tratamientos;

mientras que en la variedad SM 1219-9 se observo diferencia significativa entre la



concentracion mas alta de Picloramo (T5) y el control positivo (T6). De igual manera se 30
detecto diferencia significativa entre los tratamientos con Picloramo T5y T2. Acorde a la
Figura 7, podemos inferir que para la variedad SM 1219-9 existe una relacion directa entre

la concentracion de Picloramo y cantidad de callos inducidos.

5.3 Evaluacion de nivel de ploidia de estructuras androgénicas / callos originados en
el cultivo de anteras mediante citometria de flujo

Para confirmar el nivel de ploidia de tejido de callos emergidos de los sacos
polinicos de las anteras en el cultivo in vitro, fueron realizados los analisis de citometria de
flujo. La figura 9 muestra ejemplos de histogramas de fluorescencia, los cuales presentan la
forma en el cual se obtuvieron los resultados de los mencionados analisis.

Para confirmar el nivel de ploidia original de los genotipos evaluados, como control,
se tomo la muestra de tejido de hojas y realizaron medidas de fluorescencia por cada uno
de ellos. Por causas de las condiciones del cultivo in vitro en la medicién se pudo inducir
variacion somaclonal; adicionalmente se utilizé muestra control de callos originados de
hojas en condiciones in vitro. El analisis de fluorescencia de todos los tipos de muestras de
los controles usados confirmé el nivel de ploidia 2C.

Todas las muestras de los callos originados en CA seleccionados de supuesto origen
gametofitico, fueron analizados por citometria de flujo, independientemente del genotipo

analizado, mostraron el nivel de ploidia 2C, que corresponde al nivel diploide. (Figura 9).
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llustracion 8 Analisis de histogramas de Fluorescencia (UV) del nivel de ploidia. (A)
Histograma de la calibracién del equipo, (B) Histograma de nivel de ploidia obtenido de
la muestra control de genotipo- hoja (C) Histograma de nivel de ploidia obtenido de
muestra control del genotipo— callo somatico originado de la hoja. (D) Histograma de
nivel de ploidia obtenido de la muestra apropiada - callo de origen gametofitico,
originado desde la antera.
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6. DISCUSION

6.1 Progreso en la fase de induccion de la androgénesis

En los estudios presentados, el curso de la androgénesis fue tipico de los cultivos de
yuca. Los primeros callos fueron visibles alrededor de 4 meses de cultivo, lo cual es
consistente con las observaciones de otros autores. (Prasanthi et al, 2013)

Al contrario, en el cultivo de anteras de diferentes cereales las primeras estructuras
androgénicas fueron visibles alrededor de 4 semanas de cultivo. En los trabajos de Darvey
et al, (1991) y Slusarkiewicz-Jarzina y Ponitki (1997), las primeras estructuras aparecieron
tres 0 cuatro semanas después del establecimiento del cultivo. En Charmet y Bernard
(1984), Rydppy (1997), estas estructuras podrian aislarse de las anteras entre la quinta y la
séptima semana de cultivo. En todos estos estudios, la tasa de desarrollo de las estructuras
androgénicas fue independiente del genotipo de la planta donante.

En este trabajo, las estructuras androgénicas emergidas en cultivo de anteras de yuca,
se caracterizaron por su apariencia diversa. Algunos de ellos tuvieron una forma de tejido
compacto de color crema y mate, otros estaban en forma de tejido suelto altamente
hidratado y de color blanquecino. De manera similar Prasanthi et al 2014 en su trabajo
muestro estructuras androgénicas/ callos muy parecidos en su apariencia.

En cultivo de anteras de otras especies los autores Lukjanjuk e Ignatova (1986) y
Schumann (1990) mostraron también la apariencia diferenciada de las estructuras
androgénicas obtenidas. Como se describe por Schumann (1990), se han observado tres
tipos de callos en el cultivo de anteras: uno globular de estructura compacta, un callo suelto

con centros mas compactos y un callo completamente suelto y fuertemente hidratado de



color transparente. Lukjanjuk e Ignatova (1986) observaron en los cultivos dos tipos de 33
callos: callo compacto de color blanco o cremoso y callo casi transparente con estructura
suelta y tejido fuertemente hidratado. En los trabajos citados solo las estructuras de disefio
compacto mostraron capacidad regenerativa.

Aunque las primeras estructuras que aparecen en el cultivo de anteras se observaron
solo después de unas semanas, los estudios citoldgicos realizados en Schumann (1990) y
Gonzalez y Jouve (2005) en el cultivo de anteras de triticale mostraron que las primeras
divisiones de microsporas que conducen a la formacion de las estructuras androgénicas
estaban ocurriendo ya en el tercer y cuarto dia de cultivo. Por lo tanto, un periodo
particularmente importante en el proceso de androgénesis son los primeros dias del cultivo
en el medio de induccién, durante el cual tienen lugar las primeras subdivisiones de
microsporas inducidas, determinando posterior direccion de diferenciacion de estas células.
Como resultado de estas transformaciones, se forman estructuras androgénicas.

6.2 Dependencia de la eficacia de los cultivos androgénicos del genotipo

La utilidad de cultivo de anteras para el proceso de mejoramiento de plantas y la
investigacion genética, en gran medida depende de la posibilidad de obtener alta eficiencia
de androgénesis.

Uno de los factores que tienen una influencia dominante sobre la eficiencia de este proceso
es el genotipo de las plantas donantes (revisado: Ryoppy 1997; Datta 2005).

Experimentos realizados en el presente estudio mostraron un efecto estadisticamente
significativo del genotipo en la respuesta androgénica.

Del mismo modo, se observé la fuerte influencia del genotipo en los trabajos sobre
androgénesis de varios tipos de cereales, entre otros: triticale (Eudes i Amundsen 2005),

trigo (Moieni et al, 1997) y cebada (Cistué et al, 2003)



Dentro de una especie se puede observar fuerte variacion en la susceptibilidad a 34
androgénesis. Dentro de cada especie se puede encontrar genotipos resistentes a los
métodos utilizados, y también genotipos que facilmente dan alta respuesta androgénica -
alto numero de estructuras androgénicas inducidas y plantas regeneradas. (Wedzony et al,
2009)

6.3 El efecto de las auxinas sobre la eficiencia de androgénesis

Los factores que influyen el proceso de la androgénesis incluyen también la
composicion del medio de cultivo. En sus estudios, Bernard y Charmet (1985) demostraron
que los medios tuvieron un impacto significativo en el curso del cultivo. El efecto del
medio de cultivo sobre la efectividad de la androgénesis también es confirmado por
nuestros propios estudios, donde se obtuvieron diferentes resultados de induccion
androgeénica para los mismos genotipos cultivados en las mismas condiciones, pero en
diferentes composiciones de medios.

En el presente estudio, en cultivos de anteras de yuca han sido probadas varias
combinaciones de las auxinas, tales como 2,4-D y el picloramo. El impacto de la
combinacion de analogos de auxina fue significativo. Estos estudios también demostraron
clara interaccion del genotipo y de la composicién de auxinas. EI medio suplementado con
20 mg/L picloramo (P20) dio la mejor respuesta de induccién androgeénica. Tal
concentracion puede ser recomendada también para su aplicacion préactica en el cultivo de
anteras de yuca, cuando no es conocida la capacidad de la androgénesis de los genotipos
ensayados. En el ensayo de Prasanthi el 2,4-D fue utilizado exitosamente en el cultivo de
anteras de yuca en una concentracion de 8 mg/L (Prasanthi et al, 2013) y ademas es la
principal fitohormona usada en la induccion de embriogénesis somatica en yuca (12 mg/L)

(Chavarriaga et al, 2012).



El efecto de la composicion y la concentracion de auxinas utilizadas en los medios 35
de induccion se ha observado en numerosos estudios (Slusarkiewicz-Jarzina i Ponitka
1997, Zheng 1 Konzak 1999, Wedzony i wsp. 2000). Prasanti
Se cree que la variable respuesta de los genotipos individuales se debe en parte a los
niveles endogenos de fitohormonas en explantes cultivados (Gorbunova et al, 2001).

En estudios, Gorbunova et al. (2001) mostraron que las anteras de trigo que se
caracterizan por altos niveles de ABA y IAA enddgeno, menores concentraciones de 2,4-D
en los medios de cultivo fueron mas eficaces, y viceversa, una variedad con un bajo
contenido de hormonas enddgenas requiere una mayor concentracion de 2 4-D para la
induccidén de androgénesis.

En cultivos de anteras de cereales en los medios de induccion las auxinas fueron
utilizadas en diferentes concentraciones y combinaciones (Hoekstra i wsp. 1996, Moieni i
Sarrafi 1996, Slusarkiewicz-Jarzina i Ponitka 1997, Zheng 1 Konzak 1999, Wedzony i wsp.
2000).

En sus estudios Slusarkiewicz-Jarzina y Ponitka (1997), y Marciniak et al. (2003)
han utilizado con éxito 2,4-D en una concentracion 2 mg/L para la induccion de
androgénesis en cultivos de anteras de triticale, En contraste, los experimentos de
Immonen (1996) mostraron aumento de la produccion de callo embriogénico y
regeneracion de las plantas verdes a partir de embriones inmaduros de triticale cultivados
en el medio suplementado con dicamba que en medio suplementado con 2,4-D en las
mismas concentraciones. Del mismo modo, Gaj y Gaj (1996) mostraron que el dicamba es

mas eficaz en cultivos de anteras de cebada y triticale en comparacion al 2,4-D.



Para resumir las observaciones aqui, debe indicarse que la regulacion hormonal 36
del proceso de androgénesis es compleja y que la composicion hormonal del medio de
induccidén debe ser modificada de acuerdo con el genotipo. En experimentos de tamafio
masivo, aplicados al proceso de mejoramiento, no es posible seleccionar individualmente
la composicion del medio para el genotipo, por lo que es aconsejable utilizar un medio que
ha demostrado ser eficaz en el mayor nimero de casos. Cuando derivamos lineas de
genotipos valiosos donde se justifica mas trabajo y recursos, la modificacion de la
composicién del medio de induccion hormonal puede ser una manera de superar la
dificultad de obtener resultados satisfactorios.

6.4 Nivel de ploidia de estructuras androgénicas / callos en el cultivo de anteras.

La citometria de flujo es una técnica frecuentemente usada para determinar el nivel
de ploidia en los materiales vegetales cultivados in vitro. Especialmente en estructuras
inducidas en el cultivo de anteras - cual objetivo es obtener estructuras originadas desde
células gametofiticas - de origen haploides. (Ochatt et al., 2002).

Para determinar el nivel de ploidia de las estructuras obtenidas en el proceso de
androgénesis de yuca en el estudio presentado se utilizé la mencionada técnica.

Todas las estructuras analizadas por este método revelaron el nivel de ploidia
equivalente a 2C, que corresponde al nivel diploide y no se observé tejido en el nivel de
monoploide — haploide.

En contraste en trabajos realizados por Prasanthi y Weerakoon (2006) el nivel de ploidia de
todas las estructuras androgénicas originadas en el cultivo de anteras de coco fueron de
nivel de ploidia 1n - haploide (n = x = 16), mostrando nivel de ploidia gametofitico. Perera
et al, (2014) en el trabajo de cultivo de anteras de yuca demostr6 que estructuras

androgénicas inducidas en este cultivo fueron de nivel de ploidia - haploides y



mixoploides. Abdollahi et al, (2017) mostraron por citometria de flujo presencia de 37
haploides e individuos con un nivel de ploidia 2C que corresponde a diploide.

Los resultados que presentan el nivel de ploidia monoploide nos regala clara
informacidn de origen del tejido analizado. La dificultad aparece con el nivel de ploidia de
2C observado en el material analizado en el presente ensayo. Lo problematico es que bajo
este nivel se pueden encontrar: - estructuras inducidas de tejidos somaticos que
corresponden a nivel diploide y también - estructuras inducidas de células de origen
gametofitico en cuales durante el proceso de desarrollo — divisiones, ocurrio espontanea
duplicacién de cromosomas que en el resultado corresponde con el nivel diploide.

Por esta causa en la base de resultados obtenidos en este trabajo por analisis de
citometria de flujo no es posible decir con certeza cual es el origen de las estructuras
androgénicas inducidas e el cultivo de anteras de yuca. La Unica forma para confirmar el
verdadero origen de las estructuras inducidas en el cultivo de anteras de yuca es la

aplicacién de marcadores moleculares.
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El proceso de induccidn fue significativamente dependiente del genotipo y la mejor
respuesta fue en el cultivo de anteras del genotipo TMS 60444,
El tratamiento tuvo un impacto estadisticamente significativo en la induccién de
androgénesis en el cultivo de anteras de ambos genotipos de yuca. Desde todos los
tratamientos aplicados, la mejor respuesta androgénica fue observada en el medio
suplementado con picloramo en la concentracion de 20 mg/L.
El resultado final de la respuesta androgénica en el cultivo de anteras fue el efecto
de interaccion genotipo x tratamiento lo cual fue estadisticamente significativo.
El anélisis de nivel de ploidia demostrado por la citometria de flujo equivalente a
2C que significa nivel diploide. Por esta razén la Unica forma para confirmar el
verdadero origen de las estructuras inducidas en el cultivo de anteras de yuca es la
aplicacion de marcadores moleculares, lo cual puede ser realizado en futuros

estudios.
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