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Resumen

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es un cultivo de alta importancia en paises tropicales. La transformacion genética de
yuca ha sido posible desde hace 15 anos mediante la produccion que callo embriogénico friable (CEF) a partir de embrio-
nes somaticos. En el presente trabajo se evaldan la induccion de embriones sométicos usando tres diferentes auxinas sinté-
ticas y la produccion de CEF a partir de éstos en los cultivares de yuca SG107-35 y BRA685. Estos cultivares son resistentes
a la bacteriosis vascular de yuca cuyo agente causal es Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, una de las principales limi-
tantes del cultivo. Los resultados obtenidos muestran que en ambos cultivares la hormona Picloram a una concentracion
de 12 mg/l fue mas eficiente que 2,4-D y Dicamba para producir embriones somdticos. Adicionalmente se consiguio la
produccién de CEF y la regeneracion de plantas mediante embriogénesis somatica en el cultivar BRA685. Los resultados
del presente trabajo son importantes para evaluar la transformabilidad de distintos cultivares de yuca. Actualmente este
ndmero es bastante reducido principalmente porque la produccién de CEF es fuertemente influenciada por el genotipo.
Por tal razén solo se transforma de manera rutinaria y eficiente en el cultivar 60444. La posibilidad de transformacion de
distintos cultivares de yuca permitird explotar la enorme variabilidad del cultivo, invitindonos a aumentar los esfuerzos para
mejorar y universalizar los protocolos de transformacién de yuca.
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Abstract

The cassava (Manihot esculenta Crantz) crop has a very important role as a food, feed and a raw material in developing
countries; therefore it is a priority to develop technologies oriented to the solution of problems and agronomic improve-
ment of the crop. The genetic transformation of cassava was developed 15 years ago by producing friable embryogenic
callus (FEC) from somatic embryos as target tissue for transformation. In the present work we evaluated the induction of
somatic embryos by using three different synthetic auxins and the production of FEC from both SG107-35 and BRA685
cassava cultivars; both are resistant to cassava bacterial blight caused by Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, the most
important bacterial disease affecting the crop. Our results showed that in both cultivars gave rise to somatic embryos in
media containing Picloram at a concentration of 12 mg/I being more efficient than using 2,4-D or Dicamba. Additionally
the cultivar BRA685 produced regenerative FEC giving rise to plants through somatic embryogenesis. However compared
to the model cultivar 60444, FEC production was greatly lower. This work shows new efforts to increase the number of
transformable cultivars of cassava and take advantage of the enormous genetic variability of the crop.
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Introduccién

La yuca, Manihot esculenta Crantz es una planta di-
cotiledonea de la familia Fuphorbiaceae con repro-
duccion sexual monoica, habito arbustivo, simpodial
y raices capaces de almacenar grandes cantidades de
carbohidratos (Cadavid, 2005). Este cultivo es de gran
importancia en paises tropicales donde se siembra en
alturas que van desde 0 hasta 1800 msnm (Ceballos,
2002). A nivel mundial la yuca se sitda como el cuarto
cultivo de mayor importancia como fuente de calorias
y como componente basico de la alimentacion de al-
rededor de 1000 millones de personas en el mundo
(FAO, 1998). Entre los principales usos de la yuca se
destacan el consumo de hojas y raices por parte de
animales y humanos, la extraccion de almidén para
procesos industriales y la produccion de etanol para su
potencial uso como biocombustibles (Ceballos, 2002).
Adicionalmente, la yuca se destaca por su alta tole-
rancia a la sequia, capacidad de produccion en suelos
acidos y degradados tipicos de algunas regiones de
paises tropicales y la resistencia a diversas plagas y en-
fermedades (Cadavid, 2005).

A diferencia de otros cultivos importantes como el
maiz, arroz y el trigo, la yuca ha sido poco estudiada
comparativamente en términos de fitomejoramiento
debido a algunas de sus caracteristicas genéticas y re-
productivas. Entre las principales se encuentran su lar-
go ciclo de vida, la alta heterocigocidad, las bajas tasas
de reproduccion sexual por el bajo nimero de semillas
fértiles que produce y la multiplicacién asexual (Ceba-
llos, 2002). La amplia utilizacién industrial de la yuca
se ha visto limitada por la presencia de glucésidos cia-
nogénicos que le pueden conferir determinados nive-
les de toxicidad, la falta de cultivares especificos para
sus distintos usos y la poca duracion postcosecha de
las raices tuberosas, las que no superan los siete dias
(Ceballos, 2002).

La transformacion genética es una herramienta funda-
mental que permite acelerar el mejoramiento genéti-
co con miras a obtener productividad y rendimientos
mayores. Ademas de esto la introduccién de genes de
resistencia a insectos y a herbicidas se ha constituido
en uno de los principales medios para incrementar la
produccion y reducir los costos de produccion y el em-
pleo de insecticidas que comprometen la salud y el
ambiente. El empleo de este tipo de estrategia permite
superar varios de los obstaculos mencionados en el
mejoramiento de la yuca.

La transformacion genética de la yuca ha sido posible
desde el ano 1996 mediante la aplicacion de dos pro-
tocolos distintos. El primero es mediado por Agrobac-
terium tumefaciens y utiliza cotiledones de embriones

somaticos maduros producidos a partir de I6bulos
de hojas jovenes, provenientes de plantas in vitro,
seguida de la regeneracion bajo seleccién por me-
dio de organogénesis (Li et al., 1996). El segundo de
los métodos reportados, también en el afio 1996, se
realiz6 a partir de suspensiones de callo embriogéni-
co friable (CEF) los cuales se transformaron mediante
biobalistica y posteriormente la fase de regenera-
cion se realizé mediante embriogénesis somatica
(Schopke et al., 1996; Taylor et al., 1996). Estudios
posteriores mostraron la posibilidad de transformar
CEF usando A. tumefaciens para aumentar la efectivi-
dad de produccién de plantas transgénicas de yuca
(Gonzalez et al., 1998).

Una vez desarrollados los protocolos de transforma-
cion se ha ensayado la incorporacién de rasgos de
interés agronémico en este cultivo tales como resis-
tencia a herbicidas (Sarria et al., 2000), reduccién de
compuestos cianogénicos (Jargensen et al., 2005; Siri-
tunga et al., 2004; Siritunga y Sayre, 2003), aumento
en el contenido y calidad del almidén almacenado en
raiz (lhemere et al., 2006; Raemakers et al., 2005) en-
tre otros.

A pesar de lo anterior, la transformacién genética de
la yuca presenta todavia limitantes debido a que los
procesos de embriogénesis somatica, produccion de
CEF y regeneracion son cultivar dependientes y la
transformacién solo ha sido exitosa en cultivares es-
pecificos (Raemakers et al., 2001). Ademas los proce-
sos de transformacion mencionados con anterioridad
presentan algunas desventajas (Bull et al., 2009). Por
ejemplo, el método basado en transformacion de co-
tiledones y regeneracion por organogénesis a pesar
de ser mas corto presenta mayor niimero de plantas
regeneradas no transgénicas y la produccion de plan-
tas quiméricas (Bull et al,, 2009). Por el contrario el
segundo método tiene un ndmero menor de plantas
regeneradas no transgénicas y quimeras pero requie-
re de cerca del doble de tiempo que el primero (Bull

et al., 2009).

Por las razones mencionadas, se hace necesario tra-
bajar en mejorar los protocolos de transformacion y
ampliar el ndmero de cultivares transformables. Antes
de iniciar la transformacion de nuevos cultivares de
yuca es necesario estandarizar procesos que permitan
la produccion eficiente de embriones somaticos y CEF.
Actualmente esto solo es posible con el cultivar 60444,
por lo cual se ha convertido en un modelo de cultivo
de tejidos y transformacion genética. Previos estudios
con cultivares de yuca provenientes de diferentes pai-
ses han pretendido mejorar la produccién de embrio-
nes somaticos con fines de certificacion de material
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vegetal y transformacién. Los estudios han evalua-
do distintos tipos de explantes y auxinas sintéticas
a diferentes concentraciones (Feitosa et al.,, 2007;
Mathews et al.,, 1993; Medero et al.,, 2000; Medi-
na et al.,, 2003; Sofiari et al.,, 1997). Estos estudios
encontraron que los meristemos axilares y apicales
son capaces de producir eficientemente embriones
somaticos (Medero et al., 2000), también se ha de-
terminado que las auxinas sintéticas Picloram y Aci-
do 2,4-Diclorofenoxi acético (2,4-D) son altamente
eficientes para la inducciéon de embriones somati-
cos. Sin embargo se han encontrado cultivares es-
pecificos en los cuales solo se inducen embriones
somaticos con auxinas diferentes como Dicamba
(Acido 3,6-Dicloro-o-anisico) (Medina et al., 2003).
De igual manera se han realizado ensayos sobre la
produccién de CEF con miras a la transformacion ge-
nética de distintos cultivares de yuca encontrandose
que la respuesta se restringe a un ndmero reducido
de cultivares; esto requiere le realizacién de evalua-
ciones sistematicas de cultivares con mayor interés
comercial o investigativo que 60444 (Hankoua et
al., 2006; Taylor et al., 2001).

Los cultivares de yuca BRA685 y SG107-35 presentan
altos niveles de resistencia a la bacteriosis vascular, una
de las principales limitantes bidticas en la produccion
de yuca (Restrepo et al, 2000). Esta enfermedad es
producida por la bacteria Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis y actualmente el mejor método de control
consiste en el uso de cultivares resistentes y la aplica-
cion de buenas practicas agronémicas (Cadavid, 2005).
En consecuencia la posibilidad de transformar estos
cultivares se convierte en un paso imprescindible con
miras a validar la funcion de posibles genes de resisten-
cia mediante el empleo de estrategias de silenciamien-
to génico mediado por transgénesis, ya sea por medio
de microARNs artificiales o el empleo de construccio-
nes sentido-antisentido. Aprovechando la ventaja que
para el empleo de estas estrategias no se requiere la
identificacion y clonacion del gen completo. Una vez
confirmada la funcion de estos genes mediante silen-
ciamiento génico en variedades resistentes, se puede
proceder a identificar el gen completo e introducirlo
en variedades comerciales susceptibles para mejorar el
control de la enfermedad y la productividad del cultivo.

El objetivo del presente trabajo consiste en evaluar los
protocolos existentes para produccion de embriones
somaticos y callo embriogénico friable en dos varie-
dades de yuca resistentes a bacteriosis vascular con
miras a la validacion funcional de genes implicados en
la resistencia por medio de silenciamiento.

Materiales y métodos

Material vegetal

Plantas in vitro de los cultivares 60444, BRA685 vy
SG107-35 fueron obtenidas del banco de germoplas-
ma del Centro Internacional de Agricultura Tropical
(CIAT). Estas plantas fueron propagadas mediante
segmentos nodales en el medio 4E que contiene con-
tiene sales Murashige y Skoog (MS), sacarosa 2%, Tia-
mina Tppm, Mio-inositol 100ppm, CuSO4 2uM, ANA
0.02ppm, GA; 0.05ppm y BAP 0.04ppm (Roca, 1984).
Las plantas propagadas se mantuvieron a 28°C con un
fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad
en una incubadora Sanyo MLR 350.

Embriogénesis somdtica

La embriogénesis primaria se realizé a partir de yemas
axilares en medio liquido MS250pi que consta de sa-
les MS suplementado con vitaminas B5 de Gamborg,
sacarosa 2%, CuSO, 2uM, caseina hidrolizada 50mg/I
y Picloram 12mg/l o 2,4D 8mg/l o Dicamba 10mg/I
de acuerdo al experimento (Beltran et al., 2010). Las
yemas axilares se incubaron a 28°C durante 26 dias
en oscuridad. Posterior a la embriogénesis primaria se
realizé6 una embriogénesis ciclica en medio MS250pi
endurecido con gelrite 0.2% partiendo de los embrio-
nes somaticos obtenidos en la embriogénesis primaria.
Los embriones se incubaron por 30 dias a 28°C en
oscuridad.

Produccion de callo embriogénico friable

Para la induccién del callo embriogénico friable (CEF)
se aislaron grupos de embriones globulares cortados
provenientes de la embriogénesis ciclica en frag-
mentos de cerca de 3mm? y se transfirieron a medio
GD250pi (Sales Greshoff y Doy (GD), Vitaminas GD,
Sacarosa 2%, Picloram 50uM, Agar 0.6%) por 45 dias
a 28°C y fotoperiodo 12/12 (Bull et al., 2009). A partir
de los cldster celulares obtenidos se realizé el aisla-
miento de CEF en medio GD250pi y se renovo el me-
dio a los 22 dias. El CEF aislado se incub6 a 28°C con
un fotoperiodo 12/12.

Regeneracion de plantas

El CEF obtenido a partir del cultivar BRA685 se transfi-
rié al medio de organogénesis reportado por Li et al,
(1996) el cual contiene sales MS suplementados con
vitaminas MS, sacarosa 2%, CuSO42uM, BAP 1ppm e
IBA 0.5ppm y fue endurecido con gelrite 0.23% para
la formacion y maduracion de embriones durante 60
dias a 28 °C y fotoperiodo 12/12. Los embriones fue-
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ron transferidos posteriormente a medio compuesto
con sales MS, Vitaminas MS, sacarosa 2%, carbon
activado 0.5% y gelrite 0.23% (Beltran, et al., 2010).
Estos se incubaron a 28°C con fotoperiodo 12/12 du-
rante 45 dias. Finalmente los dpices de los embriones
germinados fueron enraizados en medio 17N el cual
contiene 1/3 de sales MS, Vitaminas MS, ANA 0.01
mg/l y GA; 0.01mg/I (Beltran et al., 2010).

Resultados

Embriogénesis somdtica primaria
y embriogénesis ciclica

Inicialmente se evalud el porcentaje de yemas axilares
que formaron embriones somaticos en medio liquido
de induccién de embriones somaticos suplementado
con Picloram 12mg/l en los cultivares bajo estudio.
El porcentaje de yemas axilares que produjeron em-

briones somadticos en los tres cultivares fue mayor del
60% (tabla 1). Sin embargo en el caso de SG107-35
y BRA685 se observo que los embriones maduraron
prematuramente dado que se encontraron en estados
acorazonados y de torpedo (figura 1). Esto no sucedi6
en el cultivar 60444, el cual fue utilizado como con-
trol, y en el que la mayoria de los embriones fueron
globulares (figura 2).

En concordancia con lo anterior la tendencia de ma-
duracién embriogénica prematura se mantuvo duran-
te la embriogénesis ciclica. Por tal razon se evaluaron
las hormonas 2,4-D a una concentraciéon de 8mg/l
y Dicamba a una concentracién de 10mg/ durante
los procesos de embriogénesis somatica primaria y
embriogénesis ciclica. Bajo las concentraciones hor-
monales mencionadas se observé una reduccion del
porcentaje de embriones producidos, particularmen-
te en el cultivar BRA685 en el cual se redujo el por-
centaje de yemas axilares embriogénicas a 30% con

Figura 1. Embriones somdticos primarios obtenidos en medio MS2 con Picloram 12mg/| en los tres cultivares de yuca evaluados.
Nota: El niimero 1 corresponde a embriones en estado globular, el nimero 2 corresponde a embriones acorazonados y el nimero

3 corresponde a embriones en estado de torpedo.

Tabla 1. Produccién de yemas axilares embriogénicas en la embriogénesis primaria con Picoram 12mg/l. D.E., Desviacién
Estandar. n, Ndmero de Ensayos realizados por cultivar. En la cuarta columna se observa el nimero promedio de yemas axilares

utilizadas por réplica.

Promedio del . Desviacion estandar .
. .. Promedio de . Namero de
. porcentaje Desviacion X de nimero de
Cultivar ) Yemas Axilares Ensayos
de explantes Estandar yemas evaluadas .
. por Ensayo realizados
embriogénicos por ensayo
60444 74,20 4,24 682 26 2
BRA685 62,15 13,79 555 316 8
SG107-35 61,03 12,31 357 96 4
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Figura 2. Grupos de induccién de CEF en el cultivar de yuca
BRA68S.

Nota: El nimero 1 corresponde a callo friable no embriogé-
nico, el nimero 2 corresponde a estructuras embriogénicas
organizadasy el nimero 3 a CEF.

la hormona 2,4-D y a 21% con la hormona Dicamba
(tabla 2). Adicionalmente la calidad de los embriones
somaticos producidos con estas hormonas fue menor
dado que se observé mayor cantidad de callo friable
no embriogénico y los clisteres de embriones dentro
de este eran de menor tamano.

Produccion de callo embriogénico friable

Los embriones globulares y acorazonados obtenidos a
partir de los tres cultivares mencionados anteriormen-
te fueron utilizados para inducir callo embriogénico
friable en medio GD250pi sélido. Para ello estos fue-

Tabla 2. Produccién de yemas axilares embriogénicas
durante la embriogénesis primaria de los cultivares BRA685 y
SG107-35 con las Dicamba y 2,4-D. (N.E. No evaluado).

Porcentaje Nidmero

Cultivar Hormona de explantes de Yemas

embriogénicos axilares
Picloram 62,15 555
BRA685 2,4D 30 240
Dicamba 21 110
Picloram 61,03 357
SG107-35 2,4D 53 140
Dicamba N.E. NL.E.

ron fraccionados y dispuestos sobre el medio organi-
zados en clusteres celulares. En comparacién con el
cultivar control 60444 el comportamiento del cultivar
BRA685 fue similar en términos macroscépicos dado
que se observo crecimiento del cldster celular y una
coloracion amarillo claro. Por el contrario los cldsteres
celulares del cultivar SG107-35 presentaron un creci-
miento reducido y una coloracién parda tipica de la
produccion de compuestos fendlicos indicativos de
muerte celular.

Microscopicamente se observo la produccion de los
cuatro tipos de grupos celulares descritos por Taylor et
al,(1996) en los cultivares 60444 y BRA685: i) estruc-
turas embriogénicas organizadas, ii) callo friable no
embriogénico, iii) callo marrén rigido (en inglés Hard
Brown Callus) y iv) CEF (figura 2). Por el contrario en el
cultivar SG107-35 se observo tnicamente la formacion

Figura 3. Plantas in vitro regeneradas a partir de CEF de los cultivares de yuca 60444 y BRA685.
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de los tres primeros grupos celulares. En la figura 2 se
observa CEF que logré inducirse en el cultivar BRA685,
sin embargo las cantidades que se produjeron compa-
radas con las producidas en el cultivar 60444 son bas-
tante inferiores en mas de un 90%. Adicionalmente, una
vez aislado el CEF de los cldsteres celulares solo el del
cultivar 60444 fue capaz de proliferar y micropropagar-
se, por el contrario el CEF obtenido de BRA685 no pro-
dujo mas cantidades de CEF que las que se obtuvieron
en el aislamiento desde la induccién.

Regeneracion de CEF de BRA685

A pesar de que el CEF producido del cultivar BRA685
no pudo proliferar una vez aislado este si fue capaz de
inducir embriones somaticos y regenerar plantas cuyo
aspecto no mostré signos de variacion somaclonal al
igual que plantas producidas a partir del CEF obtenido
en 60444 a nivel in vitro (figura 3). Sin embargo dadas
las pequenas cantidades de CEF obtenidas no fue po-
sible calcular un porcentaje de regeneraciéon compara-
ble con 60444.

Discusién

Dado que el cultivo de yuca es considerado un cultivo
multipropésito, implica que es necesario desarrollar
variedades especificas a regiones agroecolégicas con
caracteristicas particulares y con rendimiento 6ptimo
dependiendo del objetivo con el que se va a emplear.
Igualmente, en términos investigativos, es de vital
importancia el desarrollo de métodos que permitan
explotar la enorme variabilidad genética que posee
la yuca (Fregene y Puonti-Kaerlas, 2002). Una de las
grandes bondades de los procesos de transformacion
genética es el hecho de poder realizar analisis funcio-
nales o modificaciones sin la necesidad de cambiar el
acervo genético de una planta en estudio que pudo
ser obtenida por procesos intensivos de fitomejora-
miento o en cultivares silvestres con alguna caracteris-
tica de interés.

Actualmente en yuca solo el cultivar 60444 se ha lo-
grado transformar rutinariamente con protocolos igua-
les o similares al descrito por Bull et al. (2009). Por tal
razén es necesario realizar estudios que permitan que
la transformacién de yuca pueda ser transferida a un
ndmero mas amplio de cultivares ya sea mediante la
generacion de nuevos protocolos de trasformacion, la
modificacion de aquellos existentes o la evaluacion de
estos en variedades de interés sobre las cuales no se
ha evaluado el proceso de transformacion.

La base inicial de produccion de CEF con fines de trans-
formacion genética es la embriogénesis somatica. Por

tal razén el punto de partida para determinar la posi-
bilidad de transformacién de plantas de yuca consiste
en tener una produccién eficiente de embriones soma-
ticos. Diversos estudios han evaluado varias auxinas
sintéticas con fines de produccion de embriones so-
maticos y han encontrado que Picloramy 2,4-D son las
hormonas que presentan la mayor eficiencia con valo-
res superiores al 50% (Groll et al., 2001; Medero etal.,
2000; Medina et al., 2003; Raemakers et al., 1993). En
este estudio se encontré que la hormona Picloram es
mas eficiente para producir embriones somaticos en
BRA685 y SG107-35 que otras hormonas como 2,4-D
o Dicamba. Sin embargo la alta heterocigocidad de
la yuca implica que se observen diversas respuestas a
nivel de cultivo de tejidos, por tal razén se hace nece-
sario realizar modificaciones a los protocolos para que
puedan ser adaptados a otros cultivares. Un ejemplo
claro de esto ocurre en el cultivar “palomita”, prove-
niente de Argentina, el cual solo induce embriones so-
maticos con la hormona Dicamba y no con Picloram o
2,4-D (Medero et al., 2000).

Trabajos previos han evaluado la posibilidad de pro-
duccién y transformacion CEF de cultivares alternativos
de yuca (Hankoua et al.,, 2006; Lopez, 2000; Taylor et
al.,, 2001). Sin embargo la capacidad de transforma-
cion es mucho mas reducida principalmente debido
a la posibilidad de produccion de lineas de CEF y re-
generacion del mismo. Taylor et al. (2001) evaluaron
en 20 cultivares distintos de yuca la posibilidad de
transformacion genética de CEF, sin embargo en cinco
de estos cultivares fue imposible producir CEF. De los
15 cultivares restantes no fue posible generar suspen-
siones embriogénicas con proliferacion auténoma vy
solo en ocho fue posible la regeneracion de plantas a
partir del CEF producido en las suspensiones celulares
(Taylor etal., 2001). De estos ocho cultivares solo tres
pudieron ser transformados exitosamente. Hankoua et
al. (2006) evaluaron cinco cultivares africanos distintos
a 60444, de los cuales solo dos produjeron CEF, pero
ninguno logré ser transformado porque no se logra-
ron producir lineas de CEF que proliferaran de forma
auténoma. En el presente estudio se encontr6é que en
uno de los cultivares evaluados, BRA685, es posible la
produccion de CEF y regeneracion de plantas a partir
del mismo, sin embargo la reducida cantidad obtenida
hace necesario incrementar esfuerzos que permitan
mejorar y optimizar el procedimiento para que sea po-
sible realizar transformaciones eficientes y se pueda
explotar su caracteristica de resistencia a bacteriosis
vascular.

Uno de los principales limitantes para realizar mejoras
a los protocolos de transformacion, es la falta de infor-
macion respecto a las variables que pueden influir en
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una respuesta determinada a nivel de cultivo de tejidos
vegetales. Como se observa en la transformacién de
yuca, existen mdltiples etapas tanto en la produccion
de tejido a transformar como en regenerarlo un vez
transformado. En consecuencia esto hace que no pue-
da ser implementada exitosamente en otros cultivares
y por ende que haya limitaciones en explotar la enor-
me variabilidad genética del cultivo.

Conclusiones

El presente trabajo constituye la etapa inicial para de-
sarrollar protocolos de transformacion en nuevos culti-
vares de yuca que permitan explotar las caracteristicas
de interés que presentan distintos cultivares. Adicional-
mente se espera que el desarrollo biotecnolégico del
cultivo pueda ser transferido a los cultivadores para
aumentar su rentabilidad, teniendo en cuenta la impor-
tancia que este tiene en paises tropicales.
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