EFECTO DEL FOTOPERIODO Y DEL MEDIO DE CULTIVO EN LA EM-
BRIOGENESIS SOMATICA, Y ANALISIS HISTOLOGICO DEL PROCESO
EN LA YUCA Manihot esculenta Crantz

COMPENDIO

Se evalud el efecto de varios fotoperiodos
en la formacién de embriones somaticos
en la yuca; se registré el efecto del BAP y
del AG3 en el desarrollo y la germinacién
de los embriones, y se realizé el analisis a-
natomico de la emibriogénesis somatica

en la yuca. Fotoperiodos prolongados in-
crementaron notoriamente el ndmero de

explantes que formaron embriones soma-
ticos; el BAP no fue basico en &l desarro-
llo de los. embriones somdaticos mientras

que el AG; fue fundamental en la germi-
nacién de los embriones y en su transfor-
macion en plantas. La induccidn y dife-
renciacion de las células embriogénicas

se desarrolld en el promesofilo de las ho-
jas inmaduras principalmente. La forma-
cién de los embriones sométicos - siguio

un patrén de origen multicelular.

Luciano Manrique S.*
William Roca **

ABSTRACT

This study was carried out to evaluate

the effect of different photoperiods on

the formation of somatic embryos, as-
sess the effect of BAP and GA3 on em-
bryo development and germination,
and carry out an anatomical analysis of

somatic embryogenesis of cassava. Pro-
longed photoperiods markedly increased

the number of explants that formed so-
matic embryos. BAP was not basic to the
development of somatic embryos, whe-
reas GA; was fundamental to embryo ger-
mination and their transformation into

plants. The induction and differentiation.
of the embryogenic:cells involved the pro-
mesophyll of the inmature leaves, in par-
ticular. Embryo formation in cassava fo-
llows a pattern of multicellular origin.
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1. INTRGDUCCION

Lo anterior representa la posibilidad de obtener plantas de yuca por me-
dio de Ia embriogénesis som4tica in vitro. Si las plantas regeneradas presen-
tan variabilidad génetica, este sistemna podria utilizarse en la seleccion de so-
maclones de yuca con atributos especiales: por el contrario, si las plantas
permanecen fieles a su tipo, la técnica podria emplearse en la multiplicacién
de genotipos seleccionados.

nes somadticos.

2. PROCEDIMIENTO E XPERIMENTAL

2.1. Efecto del fotoperiodo en la formacién de embriones somaticos de la
yuca.

En el trabajo, desarrollado en el Centro Internacional de Agricultura Tro-
pical- CIAT, hojas inmaduras de 3-7 mm de las variedades M-Col 22, obte-




nidas de pldntulas desarrolladas in vitro por medio de dpices caulinares cul-
tivados en el medio 4 E (CIAT, 1), se cultivaron en el medio Murashige y
Skoog-MS (10) suplementado con 8 mg/l de 2, 4-D (Medio 1).

Los explantes se sometieron a los tratamientos: luz continua, doce horas
de luz y doce horas de oscuridad, oscuridad continua y quince dias de oscu--
ridad seguidos de luz continua. La intensidad luminica (2000 lux) y la tem-
peratura (28°C) permanecieron constantes.

Se utilizé un disefio completamente al azar, con diez repeticiones por tra-
. tamiento. La unidad experimental estuvo constituida por una caja de petri
con diez explantes. Se registr6 el nimero de explantes que formaron embrio-
nes somaticos. Se hicieron evaluaciones a 15,20 y 25 dfas de incubacién.
Los datos se analizaron estadisticamente mediante un andlisis de varianza y
para la comparacién de medias significativas de los tratamientos se utilizd la
prueba de Duncan.

2.2. Efecto del BAP y el AG; sobre el desarrollo y la germinacién de los
embriones somdticos.

Explantes de la variedad M-Col 1505 se cultivaron en tres medios y se so-
metieron a diversas condiciones de incubacién (Fig. 1). Los tratamientos se
distribuyeron completamente al azar y se utilizaron 15 explantes con em-
briones somdticos en cada tratamiento.

Se evalud el porcentaje de explantes con raices y vastagos y el niimero
promedio de estructuras foliares por tratamiento, después de 50 dias de in-
cubacion en los medios con AGs;.

2.3. Histologia de la embriogénesis somatica.

Embriones inmaduros de la variedad M-Col 1505 se cultivaron en el me-
dio 2 con 0.1 mg/l de BAP. Explantes incubados a luz continua durante 0,
4,6,8,10,12, 14,16, 18, 20 y 30 dias se fijaron en AFA (dcido acético /
formol/etanol, 5-90-5 v/v/v) durante 24 horas a 5°C.,

Las muestras, embebidas en parafina, se cortaron transversalmente (5 - 8
micras) hacia el drea de unidn de los lébulos, zona en la que proliferan los
embriones somdticos, y se colorearon siguiendo el método de eosina- hema-
toxilina de Harris (Lee y Luna, 6). Para el montaje de las secciones colorea-
das se utilizé el adhesivo sintético “Permaunt ™.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Efecto del fotoperiodo en la formacién de los embriones somaticos.

La formacién méxima de embriones inmaduros se presentd a los 15 dias
de incubacién para los tratamientos de luz continua, 12 horas de luz y oscu-
ridad continua.En el tratamiento de 15 dfas de oscuridad seguidos de luz
continua, la md xima formacién se registré a los 20 dfas de incubacion.

Las dos variedades mostraron la misma tendencia, e xcepto el tratamiento
de oscuridad continua en la variedad M-Col 22, en el cual la maxima forma-
cién de embriones ocurrié en el dia 25.

Al tratamiento luz continua correspondieron los mdximos valores, signifi-
cativamente diferentes de los demds. En el tratamiento de oscuridad se pre-
sentd la minima formacién de explantes con embriones somdticos. Fl andli-
sis estadistico no mostré diferencias significativas entre las variedades M-Col
22 y M-Col 1505.

La luz se ha considerado como el factor mds importante para el cultivo
de tejidos in yvitro (Murashige, 10).Dado que el medio de cultivo contiene
carbohidratos (sacarosa al 2 0/0), el efecto de la luz posiblemente no esté
asociado con la fotosintesis.

Hughes (4) ha sugerido que el efecto de la luz, sobre el desarrollo organi-
zado de estructuras en la regeneracion adventicia in vitro, sea fotomorfogé-
nico; por lo cual su accién estaria determinada por la activacién de pigmen-
tos receptores apropiados, independientes de aquellos asociados con la foto-
sintesis.

Aunque la luz no es factor indispensable en la formacion de los embrio-
nes somdéticos en la yuca, ya que éstos también se formaron en condiciones
de oscuridad permanente, puede aumentar la eficiencia en la formacién de
los embriones cuando se utilizan fotoperiodos prolongados.

3.2. Efecto del BAP en el desarrolio de embriones somaticos de l1a yuca.

Algunos de los explantes cultivados durante 25 dfas en el medio 1 con 8
mg/l de 2, 4-D contuvieron embriones somdticos inmaduros; cuando estos
embriones se transfirieron al medio 2 con diferentes concentraciones de
BAP, continuaron su proceso de desarrollo hacia los estadios cotiledonares
del embrién y la formacion de estructuras amorfas parecidas a hojas.

El proceso de-desarrollo fue mds rapido en los medios que contenian ma-
"yores concentraciones de BAP (0.4 y 0.2 mg/l); sin embargo, los embriones

11



también se desarrollaron en el medio basal desprovisto de BAP.

Cuando los embriones en desarrollo se transplantaron medios de cultivog

sin hormonas, en algunos casos ocurrié proliferacién de estructuras amorfag
parecidas a hojas; pero en ningiin caso se diferenciaron plantas completas

Jacobsen (5) plantea que las citoquininas son importantes en el desarro-
llo de los estadfos iniciales de embriones somdticos inmaduros. De acuerdo
con Stamp (13) y CIAT (1) utilizando el medio de cultivo 2 con 0.1 mg /1
de BAP, es posible regenerar plantas completas a partir de embriones inma-
duros formados en el medio 1 con alta concentracién de 2,4-D. Situacién |
que no se registré en el ensayo debido posiblemente al corto periodo de in-
cubacién en este medio . :

33. Efecto del AG; sobre Ia germinacién de embriones somdticos de la yu-
ca.

La presencia de AG; fue determinante para la germinacién de los embrio-
nes somdticos y la formacién de las plantas. En ausencia de AG; no ocurrié
la germinacién de los embriones.

No se presentaron grandes diferencias entre las concentraciones de AG,
evaluadas con respecto a la formacién de raices, plantas y estructuras folia-
res amorfas, con excepcion de la produccién de estas ultimas, que se reduje- -
ron casi a la mitad en el medio de cultivo con 2 mg/1. : ;

Estos resultados sugieren que los embriones somdticos de la yuca, requie-
ren del AG; para continuar su desarrollo y formacién de las plantas (Fig. 2).

El modo de accién de las giberelinas en el cultivo de tejidos in vitro no es-
td completamente claro; se supone que influyen en el crecimiento de los te-
jidos y en la formacién de 6rganos en el cultivo de tejidos y que su efecto es-
taria asociado con el controt. de] crecimiento y desarrollo de zonas meriste-
madticas (J acobsen, 5).

La formacién de las estructuras foliares amorfas se explica.como el resul- -
tado de la desviacién hacia una via de desarrollo m4s limitada (Stamp, 13)y
también ocurren sobre la superficie de hojas inmaduras de Sorghum bicolor
cultivadas in vitro (Wernicke y Brettell, 15).
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Fig 2. Efecto del AG, en la germinacion de embriones somdticos de la variedad M-Col 1505, prove-
nientes de diferentes concentraciones de BAP.

’ m o/o explantes con raices [UI[U] No. promedio de estructuras
o0 /o explantes con plintulas foliares amorfas

Medio 1: MS + 8mg/lde2,4-D
Medio 2: MS + 0.01mglde?2,4-D + diferentes concentraciones de BAP
Medio 3: MS + diferentes concentraciones de AG

Nota: Los explantes se cultivaron inicialmente en el medio 1 para la formacién de embriones
somditicos inmaduros, en condiciones de oscuridad.
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Los embriones somdticos precultivados en el medio 2 con 0.1 mg/t de
BAP y transferidos luego al medio 3 con diferentes concentraciones de AG;,

tas en los medios con AG; (Fig. 2).

La formacion de rafces y plantas aumento conforme se incrementaron
los niveles de AG,.

Como se discutié anteriormente, en este ensayo el BAP no resulté esen-
cial para la germinacién de los embriones somdticos Y su transformacién a
plantas.

3.5. Anilisis histoléggico de 1a embriogénesis somdtica en Ia yuca.

La embriogénesis somadtica en yuca (Cuadro 1) comprende la fase de in-
duccién y diferenciacion de las células competentes o embriogénicas (has-
ta el dia 6-8 de incubacidn) y la fase deformacioén del embrién somdtico
inmaduro (hasta el dia 20- 25 de incubacién).

La formaci6n de embriones somdticos involucra varias capas de células ;
este patrén de desarrollo est4 asociado con el origen multicelular de 1a em-
briogénesis somdtica (Fig. 3).

sil, 14),

El origen multicelular de los embriones somiticos de la yuca y la presen-
cia de estructuras organizadas asociadas con patrones de origen unicelular,
requieren de la realizacién de estudios mds especificos al respecto.

El uso potencial de la emBriogénesis somdtica de origen multicelular po-
dria ser el de proveer un sistema para la induccién de variantes somaclona-
les.

4. CONCLUSIONES

4.1. Los embriones somdticos tienden a aparecer en mayor proporcién ha-
cia los 15 y 20 dias de incubacién principalmente, independientemen-
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4.2.

4.3.

4.4.

45.

4.6.

4.7.

te del fotoperiodo y la variedad utilizadas.

Fotoperiodos prolongados incrementaron notoriamente la formacién
de explantes con embriones somdticos.

El BAP no fue bdsico para el desarrollo de los embriones.

El AG, fue fundamental para la germinacion de los embriones somdti-
cos y su transformacién en plantas.

La embriogénesis somética en la yuca se puede dividir en dos etapas
secuenciales: induccion y diferenciacion de las células embriogénicas

hasta el sexto u octavo dias de incubacién y formacién de embriones
somdticos, hasta el 20 o 25 dfas de incubacion.

La incubacion y diferenciacion de las células embriogénicas se desarro-
lla en el promesofilo de las hojas inmaduras, principalmente.

El patrén de formacién de los embriones somdticos en la yuca sugiere
un origen multicelular.
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