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RESUMEN

Se evaluo la variacion somaclonal de plantas de los cultivares Blanco (Bco), Casitas (CS), San
Ramoén (SR), La Escalera (LE) y Ticuantepe (TC) regeneradas del cultivo de callos y callos
multiplicados. ElI medio MS + 3 mg I™* de 2,4-D se utiliz6 para inducir callos. 50% de los
callos regeneraron plantas en el medio MS simple (1). EIl 50% restante fueron multiplicados
en 4 medios (1, 111, IV y V) y luego colocados en el medio MS simple para regenerar plantas.
Los cultivares produjeron 100% de callos en el medio inductor y regeneraron 100-260 plantas
en los callos inducidos. Los medios IV y V registraron mayores valores de callos friables y
grandes. Los cultivares produjeron multiyemas en casi todos los medios; puntos de
crecimiento en los medios 1V y V y plantas en el medio V. Los callos multiplicados del medio
V regeneraron plantas en todos los cultivares, los del medio IV en tres. Los callos
multiplicados en los medios Il y Ill no regeneraron plantas, a excepcion de Bco que regenerd
(10) en el medio Il. Las plantas en sombreadero provenian de los medios I, IV y V. LE
regenero y aclimatiz6 839 plantas, Bco 586, TC 300, CS 272 y SR 200. Los cultivares excepto
Bco presentaron hojas redondeadas, en forma de basto, con borde rugoso, alargada,
decoloracién, punta enrollada, 16bulo deforme y peciolo alargado. SR-I presentd 17.4% de
variaciones, LE-1V 13.9% y TC-I 10.9%.

Palabras claves: Xanthosoma, induccién y multiplicacién de callos, variacién somaclonal.



l. INTRODUCCION

El quequisque (Xanthosoma spp.), miembro de la familia Araceae y nativo de América
tropical y subtropical, ha sido cultivado desde la época precolombina (Lopez et al., 1995). La
produccion de quequisque es casi exclusivamente usada para el consumo humano (Onwueme
y Charles, 1994), puesto que sus cormos y/ o cormelos se consumen cocidos o fritos
constituyendo un excelente alimento rico en proteinas y carbohidratos (INTA, 2000). La
demanda de este rubro en mercados internacionales lo convierte en un producto no tradicional
de exportacion con muchas expectativas econdmicas dentro de las familias productoras,
especialmente aquellas que viven en las zonas del tropico himedo nicaragliiense (Nueva
Guinea, San Carlos y EI Rama), donde se cultiva de manera artesanal en &reas pequefias de
0.35 a 1.4 ha (INTA, 2000). El quequisque se exporta en su mayoria a Puerto Rico, Estados
Unidos y Costa Rica (MIFIC, 2005) pero también a Panama, Liberia y Bélgica (MAGFOR,
2000).

A pesar de la importancia para el pais las areas de produccién de quequisque en el periodo
2001-2004 disminuyeron drasticamente de 30,000 ha (MAGFOR, 2003) a 6,450 ha (CEl,
2005). La reduccion fue causada principalmente por enfermedades y la inestabilidad de los
precios (MAGFOR, 2003). Las enfermedades mas importantes del quequisque son Dasheen
mosaic virus (DsMV) y mal seco causada por Pythium myriotylum (Perneel, 2006; Adiobo,
2006). DsMV ha sido reportado por Reyes et al. (2005) estar presente en 68-100% de las
plantas en diferentes areas del pais. La reduccion en la produccion causada por el virus, fue
estimada en 26% (Reyes et al., 2005). Actualmente mal seco es considerada la enfermedad
mas devastadora para la produccion de quequisque (Tambong et al., 1998) con reduccién en la
produccion de hasta 90% (Nzietchueng, 1983). EI DsMV y mal seco son diseminados
basicamente a través del material de propagacion (Simone y Zettler, 1991; Nzietchueng,
1984).

La falta de semilla libre de enfermedades es un problema serio que afecta a la produccién. La
buena calidad de la semilla es la base para el éxito en la produccién comercial de quequisque,
ya que permite obtener plantas sanas, vigorosas, libres de enfermedades y con buenos

rendimientos (INTA, 2000). Las técnicas de cultivo de tejido vegetales han abierto muchas



posibilidades para la produccion sostenible y mejora del cultivo (Tsala et al., 1996; Zok et al.,
1998). Segun Zok et al. (1998) los cormelos de quequisque derivados de plantas obtenidas del
cultivo de meristemos in vitro crecen rapido y tuberizan mas temprano en comparacion con las
plantas propagadas convencionalmente. Una ventaja adicional de las plantas in vitro es el
rejuvenecimiento frecuentemente experimentado en plantas que pasan por la fase de cultivo de
tejidos (Pierick, 1990).

Se han hecho intentos en estrategias de mejora convencional para extender la base genética del
quequisque, sin embargo debido a que el cultivo raramente florece y son muy pocas las
semillas viables producidas después de la fecundacion (Giacometti y Ledn, 1994). Este
método hasta ahora ha tenido poco éxito (Reyes y Nyman, 2006; Adiobo, 2006; Perneel,
2006).

En Nicaragua son pocos los cultivares que se explotan comercialmente y ninguno resistente a
las enfermedades mencionadas. Para garantizar el aumento sostenido de los rendimientos y la
rentabilidad del cultivo se requieren genotipos resistentes a los factores bidticos (plagas y
enfermedades) y abidticos (factores climaticos, edaficos, etc.) perjudiciales generados en

trabajos de mejora genética.

El cultivo de tejidos brinda la posibilidad de generar nuevos cultivares a través de la variacion
somaclonal que es la variacion entre los tejidos o plantas derivadas de células somaticas
cultivadas in vitro, entre ellos callos y cultivos en suspensién. El callo es un crecimiento
desorganizado de células obtenidas a partir de un determinado tejido (explante). Segun Pérez
(1998) en las células se presenta una proliferacion continua, acelerada, y de apariencia
desorganizada dando origen a una masa amorfa de tejidos. El término variacion somaclonal
fue adoptado por Larkin y Scowcroft (1981) para describir la variacion mostrada en plantas
regeneradas a partir de cultivo de células o de tejidos, las que presentan cambios estables a
través de sucesivas generaciones, indicando que se ha originado producto de una alteracion del
ADN vy por tanto constituye una mutacion. La variacion somaclonal puede ser genética o
puede ser el resultado de cambios epigenéticos inducidos por el cultivo (Larkin y Scowcroft,
1981). Se habia considerado que las técnicas de cultivo de tejido generaban copias exactas de
la planta madre (Denton, 1997), sin embargo la variacion ha sido identificada en un gran



numero de especies de plantas cuando no se realiza un adecuado manejo del material in vitro y
ocurre en plantas que se propagan por via sexual, asexual y a todos los niveles de ploidia (Al
Zahim, 1996). Existen discrepancias acerca si la variacion somaclonal es resultado de
diferencias preexistente en las células somaticas o si es inducida por componentes especificos
del medio. Factores como el genotipo de la planta, origen del explante, composicion del medio

de cultivo y la edad del cultivo in vitro afectan la variacion somaclonal (Karp, 1995).

La induccion de callos de quequisque en Nicaragua ha sido reportada por Murillo y Suarez
(2001), Lébpez (2002), Paiz (2006) y Zeledén (2006). Ninguno de estos estudios reporta
variacion somaclonal en plantas in vitro, en sombreadero o en campo. El primer reporte de
cambios morfoldgicos en las plantas de quequisque derivadas de cultivo de callos es la

investigacion realizada en Puerto Rico por Gupta en 1985.
Con el presente estudio se pretende lograr los siguientes objetivos

Objetivo general

. Evaluar el proceso de induccion, multiplicacién de callos, regeneracion de plantas y
variacion somaclonal en plantas aclimatadas de los cultivares de quequisque Blanco,
Casitas, San Ramon, La Escalera y Ticuantepe.

Objetivos especificos

. Determinar el medio de cultivo apropiado para la multiplicacion de callos.

. Regenerar plantas a partir de callos inducidos y callos multiplicados.

. ldentificar en la fase de aclimatizacion las variaciones somaclonales en plantas

regeneradas a partir de callos.



1. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales del Programa de Recursos
Geneticos Nicaraguenses (REGEN) de la Universidad Nacional Agraria (UNA), ubicada en el
km 12% carretera norte, Managua, y tuvo una duracion de 11 meses (noviembre 2006-octubre
2007).

2.1.  Material vegetal

Los cultivares utilizados en el estudio pertenecen al banco de germoplasma del género
Xanthosoma conservados en el laboratorio de cultivo de tejidos. Los mismos fueron
colectados en diferentes localidades del pais (Cuadro 1). Los cultivares han sido nombrados

con los nombres de los lugares especificos donde fueron colectados

Cuadro 1. Cultivares de quequisque utilizados en el estudio.

Cultivares Procedencia Color de cormelo  Especie
Blanco (Bco) Nueva Guinea Blanco X. sagittifolium
Casitas (CS) Chinandega Rosado lila X. violaceum
San Ramén (SR) San Ramén-Matagalpa Rosado lila X. violaceum
La Escalera (LE) San Ramén Matagalpa Rosado lila X. violaceum
Ticuantepe (TC) Managua Rosado lila X. violaceum

Cormos y cormelos de los cultivares fueron extraidos de campos de produccion comercial,
patios y parcelas de los lugares mencionados en la Cuadro 1 y multiplicados utilizando la
técnica de reproduccion acelerada de semillas (TRAS) reportada por Reyes y Aguilar (2005).
Se seleccionaron 40 plantas por cultivar de 30-40 dias de edad a las que se les extrajeron los

meristemos para ser utilizados como explantes en el ensayo.

2.2. Medidas de asepsia

Los utensilios como pinzas, platos petri y escalpelos fueron esterilizados en un horno a
temperatura de 180°C por una hora. El cuarto de siembra y la camara de flujo laminar se
desinfectaron con alcohol antes de su uso, y luego utilizando luz ultravioleta durante 15
minutos, posteriormente se inicio la siembra in vitro. Previo a la siembra los medios de cultivo

fueron esterilizados en el autoclave a 121°C y a 1 atmdsfera de presion durante 20 minutos. El



medio de cultivo esterilizado fue distribuido en los platos petri plasticos esterilizados, en

condiciones de camara de flujo laminar.

2.3.  Induccion de callos

Las yemas apicales fueron reducidos a un tamafio de 2 cm, lavados con detergente y
enjuagados con agua por 10 minutos, se transfirieron luego a la camara de flujo laminar donde
se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 3% durante 5 minutos y enjuagados con abundante
agua estéril. Los explantes con ayuda de un estereoscopio se diseccionaron para extraer el

meristemo a un tamario aproximado de 0.2 mm.

Se establecieron 27-40 meristemos por cultivar en el medio MS + 3 mg I de 2,4-D reportado
por Reyes y Nyman (2006). Como control se establecieron 10 meristemos por cultivar en el
medio MS sin reguladores de crecimiento. Los meristemos se mantuvieron en el cuarto de

crecimiento a 12 horas luz natural-oscuridad y 28+2°C de temperatura por 90 dias.

2.3.1. Regeneracion de plantas a partir de callos inducidos

La mitad de los callos fueron divididos y establecidos en medios de cultivo para iniciar el
proceso de regeneracion de plantas que incluyeron tres subcultivos. EI primer subcultivo durd
80 dias y se utilizd el MS sin reguladores de crecimiento. En el segundo subcultivo se utilizo
el mismo medio de cultivo y durd 50 dias. En el tercer subcultivo se empled el MS + 2 mg I
de 6-BAP y 0.5 mg I de AIA (L6pez, 2002) y durd 50 dias. Las plantas formadas y con raices

fueron trasladadas al sombreadero

2.4.  Multiplicacion de callos

Los callos restantes se transfirieron a cuatro variantes de medios de cultivo para su
multiplicacion (Cuadro 2). Callos de 0.6-0.9 mm se dividieron en explantes de 0.2 mm, los
que fueron colocados en cuatro platos petri (16 explantes por cultivar y por variante de medio
de cultivo) y mantenidos por 65 dias. La preparacion del extracto de quequisque se realizo

segun metodologia de Yam et al. (1990) (Anexo 1).



Cuadro 2. Medios de cultivo empleados en la multiplicacion de callos.

Medios de Citocinina Auxina(mgl®)  Aguade Tiamina Extracto de
cultivo (mg 1™ coco (%)  (mglh)  quequisque (ml ™)
Testigo - - - - -

" - 3.0 (2,4-D) - - -
1l - 3.0 (2,4-D) 10 0.4 20.0
\Vae 0.2 (kinetina) 5.5 (ANA) - - -
v 0.4 (kinetina) - 5 - -

“Reyes y Nyman, 2006; ~ Sabapathy y Nair, 1995; ~ Dottin, 2000.

2.4.1. Regeneracion de plantas a partir de callos multiplicados

Los callos provenientes de los medios Il, 111, IV y V fueron divididos y trasladados a un medio
MS sin reguladores de crecimiento para la regeneracion en plantas, nombrandose de acuerdo
al medio de multiplicacion de donde provenian. A los 65 dias fueron subcultivadas a un medio
MS + 2 mg It de 6-BAP y 0.5 mg I"* de AIA. Las plantas desarrolladas y con raices fueron

aclimatizadas en el sombreadero donde permanecieron alrededor de 60 dias.

2.5.  Aclimatizacién de plantas

Las plantas regeneradas a partir de callos inducidos y callos multiplicados al igual que las
provenientes en el medio de control MS sin reguladores de crecimiento fueron aclimatadas al
sombreadero con tela antiafidos en bolsas de polietileno conteniendo humus como sustrato. Se
aplico riego por microaspercion por 10 minutos en la mafiana y en la tarde durante 60 dias. La
relacion entre las fases, medios de cultivo utilizados y la duracién de las fases incluidas en el

estudio se presenta en el Cuadro 3.



Cuadro 3. Fases, medios de cultivo y duracion.

Fase de cultivo Medios de cultivo Duracion (dias)
Induccion de callos MS + 3 mg I*de 2,4-D 90
Regeneracién de plantas a
partir de callos inducidos MS sin reguladores (Medio I) 80
Il subcultivo MS sin reguladores 50
111 subcultivo MS + 2 mg I de 6-BAP y 0.5 mg I de AIA 50
Multiplicacién de callos Medio Il 65
Medio 11 “
Medio IV “
Medio V “
Regeneracion de plantas a
partir de callos
multiplicados MS sin reguladores 65
I subcultivo MS + 2 mg I de 6-BAP + 0.5 mg I"* de AIA 50
Aclimatizacién de plantas Humus (sustrato) 60

2.6. Variables evaluadas

2.6.1. Induccidn de callos

Tiempo de induccion, consistencia del callo (friable y acuoso), tamafio de los callos (cm). La
toma de datos se realiz6 a los 90 dias.

2.6.2. Multiplicacién de callos

Se realizaron 3 evaluaciones a los 15, 45 y 65 dias sobre el porcentaje de sobrevivencia,
consistencia del callo, color, tamafio, niUmero de explantes obtenidos de los callos y existencia
de plantas por medio de cultivo y por cultivar (Cuadro 4.)

Cuadro 4. Variables de multiplicacion de callos.

Color Tamaiio Consistencia
Verde Pequefio (0.1- 0.5cm)  Friable
Amarillo Mediano (0.5-1 cm) Acuoso

Café Grande (1-2.5cm)

Necrdtico

Segun Gomez (1998) los callos friables son aquellos que poseen apariencia seca, compactos y

de colocacion amarillo blanquecina. Los callos acuosos, por el contrario, son de consistencia



blanda y suave, color crema oscuro que no se pueden multiplicar y no regeneran plantas

(Figura 2 y Anexos).

Para encontrar las diferencias entre los medios de cultivo de multiplicacion de callos por
cultivares se utiliz6 un analisis de varianza con un disefio DCA con separacion de media
Waller y Duncan. Para encontrar las diferencias estadisticas entre los tamarios de los callos
para cada medio de cultivo se realiz6 la prueba no paramétrica para dos 0 mas muestras

independientes de Kruskall y Wallis (Anexo 2).

2.6.3. Regeneracion de plantas a partir de callos inducidos y callos multiplicados
En la regeneracion de plantas a partir de induccion se hicieron 3 evaluaciones a los 15, 45y 80
dias para el muestreo se utilizaron 20 explantes. En el Il subcultivo se hicieron 2 evaluaciones
a los 10 y 30 dias. Las plantas regeneradas a partir de multiplicacion de callos se evaluaron a
los 30 y 50 dias. En el Il subcultivo no se hicieron evaluaciones. Las variables que se
evaluaron se describen en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Descripcion de las variables evaluadas en la

regeneracion de plantas.
Variables evaluadas  Descripcién

Callo Callo en crecimiento
Callo + raiz Callo con raiz formada
Multiyema Multiyema
Multiyema + raiz
Planta Plantas en crecimiento
Planta + raiz

Multiyema + planta en crecimiento
Multiyema + planta + raiz

Las multiyemas son estructuras globulares desarrolladas en callos como forma intermedia a la

formacion de plantas (Lépez, 2002), generalmente de color crema oscuro (Figura 4 y Anexos).

2.6.4 Aclimatizacion de plantas
Se evaluaron a través de conteos visuales el numero plantas aclimatadas obtenidas por cada
cultivar y medio de cultivo de multiplicacion, el nimero y tipo de variaciones en las hojas y se

evalud el porcentaje de plantas atipicas.



2.6.4.1 Variables morfoldgicas
A los 60 dias de establecidas las plantas en la fase de aclimatizacion se evaluaron las variables
altura de planta (cm), nimero de hojas, diametro del tallo (cm), ancho de hoja (cm), largo de

hoja (cm) y distancia entre I16bulo (cm).



I1l.  RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.  Induccién de callos

A los 90 dias después de iniciado el proceso de induccion de callos 100% de los explantes en
todos los cultivares presentaban callos friables, de apariencia seca, compactos y de coloracion
amarillo blanquecino. Sin embargo, hubo diferencias en el tamafio de los callos entre los
cultivares. Los cultivares CS y LE registraron callos con longitud promedio de 0.95y 0.9 cm

respectivamente, SRy TC 0.7 y Bco 0.67 cm (Figura 1).
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Figura 1. Tamafio promedio de callos (cm) de los cultivares Figura 2. Callos friables cultivar CS a los 80 dias

de quequisque (Xanthosoma spp.) Bco, CS, SR,

LE, TC en el medio de cultivo MS+ 3 mg I"* 2,4-

D a los 90 dias.
3.2. Regeneracion de plantas a partir de callos inducidos
A los 15 dias de iniciada la fase de regeneracién de plantas se registraron 60-100% de callos
en todos los cultivares, posteriormente disminuyé a los 45 y 80 dia. A los 45 dias se
observaron 55-85% de multiyemas en todos los cultivares con excepcion de Bco (10%).
También se registraron las primeras plantas regeneradas 5-20% exceptuando CS. A los 80 dias
la regeneracion de plantas aument6 15-30% en todos los cultivares con excepcion de CS que

aun no registraba plantas (Figura 3).
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Figura 3. Estructuras desarrolladas de los callos inducidos en la fase de
regeneracion de plantas en el medio MS sin reguladores de

crecimiento a los 15, 45 y 80 dias en los cultivares Bco, CS, SR, LE
y TC.

Figura 4. Estructuras de crecimiento desarrolladas: a) multiyemas, b) planta con

En el subcultivo

raices y c) callo con raiz.
Il a los 10 dias los cultivares registraron multiyemas como estructura

predominante, con excepcion de SR que presentd 75% de callos sin crecimiento. También se



registraron callos en rangos de 10-25%. A los 30 dias el porcentaje de multiyemas aumenté en
CS, SRy TC; y disminuy6 en Bco. El porcentaje de callos disminuy6 con excepcién de Bco
que mantuvo 10%. LE y TC no registraron callos. El porcentaje plantas regeneradas aumentd
en todos los cultivares, con excepcion de TC (Cuadro 6).

Cuadro 6. Estructuras desarrolladas de los callos inducidos en la fase de regeneracién

de plantas (segundo subcultivo) en el medio MS sin reguladores de
crecimiento a los 10 y 30 dias en Bco, CS, SR, LEy TC.

10 dias 30 dias
Cultivares C C+R My P SC C C+tR My P SC
Blanco 10 5 80 5 - - 10 10 45 35 -
Casitas 20 - 80 - - - 5 - 85 10 -
San Ramén 25 - - - 7% - 20 5 40 35 -
LaEscalera 25 - 70 5 - - - - 70 30 -
Ticuantepe 25 5 50 20 - - - 10 70 20 -

C =callo, C+R = callo con raiz, My = multiyemas, P = planta, SC = sin crecimiento

3.3.  Multiplicacion de callos

3.3.1. Sobrevivencia

El medio de cultivo 11 registr6 75-100% de sobrevivencia en los cultivares Bco, LEy TC y 33-
50% en SR y CS respectivamente. En el medio de cultivo 111 se obtuvo 92% de sobrevivencia
en LE y 35- 63% en los cultivares restantes. Los medios de cultivo 1V y V registraron 50-

100% de sobrevivencia en todos los cultivares (Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de sobrevivencia de callos multiplicados en los
medios de cultivo Il, 111, IV 'y V en los cultivares Bco, CS,
SR, LEy TC alos 65 dias.



3.3.2. Consistencia de los callos

Callos friables y acuosos se obtuvieron en todos los cultivares en diferentes porcentajes. En el
medio de cultivo V se produjeron 75-100% de callos friables y superd el porcentaje de callos
friables obtenidos en otros medios (Figura 6). En el medio de cultivo 1V se obtuvieron 37.5-
100% de callos friables, y en medio de cultivo 11l 25-100%. El medio de cultivo Il produjo
100% de callos acuosos en tres cultivares. EI medio de cultivo 11l produjo méas de 60% de
callos acuosos en tres cultivares. Entre los cultivares, Bco produjo 5% de callos acuosos en el

medio de cultivo Il Unicamente.
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Figura 6. Porcentaje de callos friables y acuosos obtenidos en los cultivares de quequisque
(Xanthosoma spp.) Bco, CS, SR, LE y TC en los medios de cultivo 11, 11, IVy V a
los 65 dias.

3.3.3. Tamaiio de los callos

El analisis estadistico realizado por cultivar indica que hubo diferencias significativas entre
medios de cultivo y entre los tamafios de callos. En Bco los medios de cultivo IlI, IV y V
fueron estadisticamente similares y diferentes al medio de cultivo Il. Los medio de cultivo Il 'y
I11 no produjeron callos grandes y la produccion de callos medianos fue significativamente
superior que la produccion de callos pequefios. Los medios de cultivo IV y V la produccion de
callos grandes fue significativamente superior, el medio de cultivo V junto con la produccién
de callos pequefios. En CS los medios de cultivo Il, IV y V fueron estadisticamente similares,

los medios de cultivo Il 'y V fueron a su vez estadisticamente similares al medio de cultivo I1I.



El medio de cultivo 1V fue estadisticamente superior al medio de cultivo I1l. En San Ramén el
medio de cultivo V resultdé superior a los demas medios de cultivo y fue el Unico que
desarroll6 callos medianos y grandes. En este medio la produccion de callos grandes fue
estadisticamente superior. En La Escalera y Ticuantepe el medio de cultivo V fue superior y
en donde la produccion de callos grandes fue significativamente superior.

El medio de cultivo V indujo callos grandes en 4 cultivares en rango de 40-60%. En el medio
de cultivo IV se indujeron 21 y 60% de callos grandes en Bco y CS respectivamente. EI medio
de cultivo Il indujo 100% de callos pequefios en tres cultivares. EI medio de cultivo 111 indujo
al menos 80% de callos pequefios en cuatro cultivares. Los cultivares SR, LE y TC registraron
el mayor porcentaje de callos pequefios en los medios de cultivo II, 111 y IV. El cultivar Bco

registrd el mayor porcentaje de callos grandes y medianos (Figura 7).
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Figura 7. Tamafio promedio (cm) de callos de los cultivares de quequisque
(Xanthosoma spp.) Bco, CS, SR, LE y TC en cuatro medios de
cultivo II, 111, IV y V a los 65 dias.



3.3.4. Estructuras desarrolladas

En la fase de multiplicacion de callos, ademas de callos los cultivares produjeron multiyemas,
puntos de crecimiento y plantas. EI medio de cultivo V indujo la formacion de plantas en tres
cultivares y puntos de crecimiento en 4 cultivares. EI medio de cultivo 1V indujo puntos de
crecimiento en dos cultivares y el medio de cultivo Il en uno (Cuadro 7). Las multiyemas
fueron las estructuras predominantes producidas por los medios de cultivo en la mayoria de los
cultivares. SR, LE y TC desarrollaron puntos de crecimiento y plantas, Bco produjo puntos de

crecimiento en tres medios de cultivo y CS solo produjo multiyemas.

Cuadro 7. Estructuras de desarrollo de los callos a los 65 dias en la etapa de
multiplicacién en los medios de cultivo I, 11, IV y V en los cultivares
Bco, CS, SR, LE, TC.
Cultivares Mediosde Callos Estructuras (%)
cultivo totales Multiyemas Puntos de Planta
crecimiento  formada

Blanco ] 17 5.9 - -
Il 12 16.7 25 -
v 10 60 20 -
\Y 13 38.5 30.8 -
Casitas 1 10 20 - -
Il 7 - - -
v 19 15.8 - -
\Y 12 41.7 - -
San Ramén 11 4 - - -
Il 8 25 - -
v 8 12.5 - -
\Y 19 42.1 21.1 10.5
La Escalera I 12 - - -
Il 11 - - -
v 12 33.3 - -
\Y 18 83.3 27.7 44.4
Ticuantepe 1l 12 18.3 - -
Il 8 - - -
v 12 - 8.33 -
\Y 15 40 40 6.6

3.4. Regeneracién de plantas a partir de callos multiplicados

A los 50 dias de iniciada la fase de regeneracion de plantas a partir de callos multiplicados se
registraron callos en crecimiento, callos sin crecimiento, multiyemas y plantas en diferentes
proporciones. Callos en crecimiento predominaron como estructura desarrollada. Los cinco
cultivares registraron callos en todos los medios de cultivo. Los medios de cultivo Il y 1lI
indujeron los mayores porcentajes de callos. Callos sin crecimiento fueron la segunda

estructura mas observada. El medio de cultivo 11 registrd callos sin crecimiento en todos los



cultivares, y el medio de cultivo IV lo hizo en tres cultivares. EI medio de cultivo V indujo los

valores mas bajos de callos sin crecimiento. Las multiyemas fueron las siguientes estructuras

mas registradas. EI medio de cultivo V indujo el mayor porcentaje de multiyemas, seguido de

los medios de cultivo IV y |1l (Figura 8). Se regeneraron plantas solamente en el medio de

cultivo V en todos los cultivares con excepcion de Bco. Los medios de cultivo Il y IV

indujeron plantas en pequefios porcentajes en Bco.
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Figura 8. Callos en crecimiento, multiyemas, plantas y callos sin crecimiento registradas a los 50 dias

en los cultivares Bco, CS, SR, LE y TC que fueron multiplicados en los medios de cultivo
I, 11, IV y V establecidos en el medio MS sin reguladores de crecimiento.

3.5.  Aclimatizacion de plantas y variacién somaclonal en sombreadero

Se aclimataron en el sombreadero 2197 plantas totales, 896 plantas provenientes de callos

inducidos y 1301 plantas de callos multiplicados. 858 plantas provenian del medio de cultivo

V de multiplicacion de callos, 433 del IV y 10 del I1. El cultivar LE regener6 839 plantas, 586
Bco, 300 TC, 272 CS 'y 200 SR (Cuadro 8).

Cuadro 8. Numero de plantas aclimatadas por medio de cultivo (I, 11, 111, IV
y V) de los cultivares Bco, CS, SR, LEy TC.
Cultivar Meristemos Plantas por medio de cultivo Plantas
iniciales I* x> IV** V**  {otales

Bco 40 220 10 - 318 38 586

Cs 33 180 - - 78 14 272

SR 30 104 - - - 96 200

LE 28 261 - - 37 541 839

TC 27 131 - - - 169 300
Plantas totales 896 10 - 433 858 2197

*Plantas de callos inducidos ** Plantas de callos multiplicadas.



Figura 9. Plantas de los cultivares Bco, CS, SR, LE y TC provenientes de callos inducidos y callos
multiplicados en etapa de aclimatizacion.

El cuadro 9 presenta el porcentaje de plantas de los cuatro cultivares que exhibieron algun tipo
de variacién somaclonal. Las variaciones observadas fueron hoja redondeada, en forma de
basto, con borde rugoso, alargada, sin lébulos, decoloracion, punta enrollada, deformacién en
el l6bulo y peciolo alargado. Plantas de SR-1 presentaron hojas con borde rugoso, LE-V
peciolo alargado, TC-I hojas alargadas, LE-I decoloracion de la hoja, TC-V hoja con punta

enrollada fueron variaciones Unicas no observadas en otros cultivares.

El mayor porcentaje de variacion lo obtuvo SR-I (17.4%), seguido de LE-1V (13.9%), TC-I
(10.9%) y el menor porcentaje 5.5% TC-V. En el cultivar Bco no se observo ningdn tipo de
variacion. LE-V presento variaciones de hoja redondeada, hoja en forma de bastos, hojas sin

I6bulos y peciolos alargados.

Cuadro 9. Variaciones somaclonales (%) observadas a los 60 dias después del
establecimiento de los cultivares en el sombreadero.

L , Cultivares por medio de cultivo (%)
Variacion morfolégica  cs csiv SRl SRV LE-l LE-IV LEV TG TC-V

Hoja redondeada 39 - 123 74 30 83 15 14 -
Hoja en forma de basto - 1.6 1.7 - 12 56 2.2

Hoja con borde rugosos - - 1.7 - - - - - -

1
B~
[N

Hoja alargada - - - - - - - 54 -
Hoja sin l6bulo 32 47 - - - - 12 41 -
Decoloracion de la hoja - - - - 06 - - - -
Punta enrollada - - - - - - - - 14
Deformacion en el I6bulo - - 1.7 - 12 - - - -
Peciolo alargado - - - - - - 2.2
Total 71 6.3 174 74 6 139 71 109 55




Figura 10. Variaciones en forma de las hojas a) hoja redonda; b) hoja en forma de basto; c¢) hoja con borde
redondeado; d) hoja alargada; €) hoja sin I6bulo; f) hoja con punta enrollada; g) decoloracion en
la hoja; h) deformacio6n en el 16bulo.

En el cuadro 10 se muestran los promedios obtenidos de las variables morfoldgicas
evaluadas en las plantas aclimatadas mostrando diferencias entre los cultivares siendo Bco
V con mayor altura de planta (18.9 cm), LE V con mayor nimero de hojas (5), Bco V
mayor didmetro de tallo (1.1 cm), Bco IV mayor ancho y largo de hoja y distancia entre
I6bulo.

Cuadro 10. Promedios de variables morfol6gicas en los cultivares Bco, CS, SR, LE y TC a los 60 dias

después del establecimiento en sombreadero
Cultivares  Altura de Numero  Diametro del Anchode Largode  Distancia entre

planta (cm) dehojas tallo (cm) hoja (cm)  hoja(cm) lébulos (cm)
Bco | 10.5 3 0.8 6.2 7.86 2.88
Bco IV 18.9 2 0.64 8.7 10.8 5.8
Bco V 14.4 3.6 1.1 7.62 9.46 3.2
Csl 134 4.6 0.74 7.5 10.8 3.4
Cs\Iv 11 3.8 0.42 5.1 8.2 1.9
CsSV 134 34 0.54 7.2 10.3 3.8
SR 16.6 3.2 0.46 5.5 8.4 2.5
SRV 14.7 4.2 0.56 8 8.5 34
LE I 14 3.8 0.9 7.64 9.7 2.96
LE IV 12.7 4 0.8 6.44 8.14 2.5
LEV 11.7 5 1 7.42 9.76 2.7
TCI 14.3 4 0.98 6.3 9.1 2.7
TCV 6.7 3.2 0.6 5.2 6.5 15

Segun Hartmann y Kester (1983) el proceso de produccién de callos sigue un patron
logaritmico de crecimiento: (a) un periodo inicial de lenta division celular, en el cual se
requiere la adicidn de auxinas, (b) una fase de rapida division celular que involucra la sintesis
de ADN, ARN y proteinas, (c) reduccion gradual de la division celular, y (d) diferenciacion de

células del parénquimay de tipo vascular.

La utilizacién de 3 mg I 2,4-D como inductor de callos fue efectiva en todos los cultivares.
100% de callos inducidos fueron de consistencia friable, este medio de cultivo utilizado

también por Reyes y Nyman (2006) donde obtuvieron 26-96% de callos coincide con lo



reportado por Gomez (1998) en relacion al uso del 2,4-D puesto que incrementa el crecimiento
desordenado de las células lo que lleva a la formacion de callos ademas de intervenir en la

friabilidad de estos.

Una vez que los callos morfogenéticos han sido aislados la propagacion puede darse por la
subdivision del callo o por medio de la preparacion de suspensiones celulares. Esto puede
ocurrir en el mismo medio de cultivo o puede necesitar ser transferido a otro medio (George y
Sherrington, 1984). En el presente estudio se utilizaron cuatro variantes de medio de cultivo
para la multiplicacion de callos. El medio de cultivo 11 (MS+ 3 mg I™* 2,4-D) registré el mayor
porcentaje de callos acuosos en todos los cultivares seguido del medio 111 (MS + 3 mg I 2,4-
D + 10% AC + 0.4 mg I"* tiamina + 20 ml I'* EQ) ambos contenian 2,4-D en el medio de
cultivo y se cree que esta fue la causa de su consistencia. Por el contrario los medios de cultivo
IV (MS + 0.2 mg I"* kinetina + 5.5 mg I'* ANA) y V (0.4 mg I kinetina + 5% agua de coco)
indujeron mayor porcentaje de callos friables, ambos contenian kinetina. Segun Parra (2002)
la kinetina estimula la division celular, el crecimiento y organogénesis de los callos en las
células. El agua de coco (aplicada en concentraciones de 5 y 10%) tuvo mejor respuesta
cuando fue combinado con kinetina en el medio V. Segun Dix y Van Staden (1982) el agua
de coco posee contenidos variables de auxina, giberelinas y citocininas, las cuales, solas o en
combinacion pueden estimular el desarrollo del callo en algunas especies. Segun Khayri
(1995) el agua de coco contiene difenilurea, auxina, ribosico de zeatina y vitaminas que llevan

a cabo una serie de reacciones cataliticas en el metabolismo de la célula vegetal.

La produccidn de callos acuosos fue limitada a 5% y en un s6lo medio de cultivo en Bco, lo
que sugiere una respuesta genotipica. El cultivar Bco pertenece a la especie X. sagittifolium
(2n = 26); los cultivares CS, SR, LE y TC pertenecen a la especie X. violaceum (2n = 24).
Respuestas dependientes del genotipo en la induccion y multiplicacion de callos vy
regeneracion de plantas han sido reportadas por Litz (1984), Pérez (1998) y George y
Sherrington (1984).

La capacidad de crecimiento (callos grandes) fue mayor cuando éstos fueron transferidos a los
medios de cultivo IV y V, lo que favorecié la posterior regeneracion de plantas. Dottin (2000)
indujo 90% de callos medianos y grandes utilizando el medio de cultivo V. Segun Liu (1981)



el tamafio del callo no determina el potencial morfogenético de éste, pero un callo grande
significa la posibilidad de un mayor fraccionamiento del mismo en el momento de
subcultivarlo; lo que produce un namero elevado de nuevos callos en cultivo y aumenta la

probabilidad de inducir variabilidad genética.

El proceso de regeneracion de plantas a partir de callos inducidos tuvo una duracion de 180
dias y el de callos multiplicados 115 dias. Este proceso requiere la deshabituacion de los callos
al medio de induccion y la habituacion al nuevo medio para la regeneracion de plantas. El
cambio del medio de induccién (MS + 2,4-D mg I™") por el medio de regeneracién (MS sin
reguladores de crecimiento) indujo la formacion de plantas en cuatro cultivares. La
eliminacién de la auxina exdgena tiene como consecuencia el desarrollo del embroide y la
formacion de la planta. La diferenciacion de los embroides y plantulas tiene lugar al transferir
los callos a un medio sin reguladores de crecimiento (Kohlenbach, 1985; Hartman, 1974; Abo
El Nil y Zettler, 1976; Strauss y Arditti, 1980; Gupta, 1985).

El cultivar CS a los 80 dias aun no habia regenerado plantas pero su proceso de regeneracion
inicid6 a los 30 dias del Il subcultivo lo que sugiere la posibilidad de ser un cultivar
recalcitrante. El indice de propagacion es diferente en cada una de las especies y para las
distintas variedades o clones dentro de la especie (Vuylsteke y De Lanhge, 1985) en muchos
casos la diferencia entre genotipos puede ser determinante, existiendo algunos cultivos cuya
multiplicacidn es extremadamente dificil, conocidas como genotipos recalcitrantes (Dottin,
2000).

El proceso de regeneracion de plantas a partir de callos tiene como estructura intermedia la
formacion de multiyemas, llamadas protocormos por George (1993), estructuras globulares
por Gomez et al. (1992) capaces de regenerar plantas. En Nicaragua la produccion de
multiyemas en el cultivo de callos de quequisque fue reportada por Lépez (2002). En el
estudio se observaron formacion de multiyemas antes de la formacion de plantas en el medio
de regeneracion de callos inducidos y callos multiplicados siendo indicador de la formacién de

plantulas.



El porcentaje de regeneracion de plantas a partir de callos multiplicados en el medio de cultivo
V fue mayor de plantas en CS, TC, SRy LE. Bco regenero plantas en el medio Il y IV. No se
regeneraron plantas en los medios de cultivo Il y 111 posiblemente por la presencia de 2,4-D en
los medios. Segin George y Sherrington (1984) niveles altos de auxina, a menudo usados para
promover la dispersion de ceélulas, pueden resultar en pérdida completa de la capacidad
morfogenética. Mantener auxinas altas en el cultivo usualmente causa que el desarrollo de los
embriones se disminuya o se pierda la capacidad embriogénica. Es necesario para los tejidos o
células subcultivadas que el medio contenga una reducida concentracién de auxinas o la
ausencia de ellas. Sin embargo en los medios de cultivo IV y V se obtuvo una buena respuesta
en la regeneracion atribuyendo su éxito a la adicién de kinetina al medio de multiplicacion.
Segun George y Sherrington (1984) la incorporacion de citoquininas en el medio puede a
veces asistir la morfogénesis o el crecimiento de los brotes adventicios y embriones somaticos.
Las citoquininas pueden promover el crecimiento de embriones preformados posibilitando el

crecimiento de plantulas.

La respuesta diferenciada de Bco en el medio 1V puede explicarla la condicidn genética del
cultivar. Para Litz (1984) algunos cultivares se pueden regenerar facilmente en un medio
especifico, mientras que otros no responden en el mismo medio. Segin Vuylsteke (1998) el
indice de propagacion es diferente en cada una de las especies y para las distintas variedades o

clones dentro de la especie.

Fue posible la aclimatizacién de plantas regeneradas a partir de callos inducidos y de callos
multiplicados en los medios de cultivo IV y V. El proceso desde sus inicios durd 270 dias y no
presentd mayores complicaciones mas que las dificultades de multiplicacién y regeneracion de

plantas en los medios de multiplicacion de callos 11 y 111.

La induccion de callos en quequisque ha sido reportada por Gupta (1985), Nguyen y Nguyen
(1987), Liu et al. (1988), Gomez et al., 1992, Dottin, 2000, Ndoumou et al. (1995),
Nyochembeng y Garton (1998), Murillo y Suarez (2001), Lépez (2002), Paiz (2006), Zeledon
(2006) y Reyes y Nyman (2006).



La ocurrencia via-callo de embriogénesis somatica en quequisque ha sido reportada por
Dottin, 2000; Gémez et al. 1992; Murillo y Suarez, 2006; Zeledon, 2006. Gomez et al. (1992)
mencionan que en el proceso de regeneracion de plantas a través de callos ocurre el proceso de
embriogénesis somatica y que es dificil encontrar todas las etapas clésicas del desarrollo del
embriode con existencia de polaridad en ellos. A través de estudios histologicos demostraron
que en las estructuras coincidian el brote y la raiz. La existencia de embriogénesis somatica
abriria la posibilidad de automatizar (biorreactores, cultivos en suspension y sistemas de
inmersion temporal) la propagacion in vitro de plantas sanas, propagar genotipos promisorios
y aumentar los rendimientos y la calidad de la cosecha. En el presente estudio no se logro

identificar embriones somaticos por la carencia de equipos para realizar el estudio histologico.

Muchos autores identifican variaciones somaclonales en las plantas provenientes de callos.
Los cambios producidos son generalmente indeseables, pero la aparicion ocasional de
caracteres no encontrados en poblaciones naturales, y que representan una ventaja desde el
punto de vista agronomico, permite utilizar este fendmeno en programas de mejora vegetal. Se
ha utilizado en algunos casos para conferir caracteres deseables a cultivares de importancia
econdmica, entre los que se incluyen resistencia a enfermedades, tolerancia a suelos acidos y a
salinidad siendo utilizada en programas de mejoramiento, especialmente para especies con
sistemas genéticos limitados y/o de base genética estrecha que incluyen la misma variacion
somaclonal, la mutagénesis, el cultivo de protoplastos e ingenieria genética. En estos casos se
requiere desarrollar protocolos eficientes para la regeneracién de plantas con las nuevas
caracteristicas (Cordone et al., 2000). Los resultados aqui presentados son muy importantes

para futuros estudios de mejora genética en el cultivo.

Las plantas aclimatizadas presentaron variaciones morfoldgicas facilmente observables. Los
conteos visuales ayudan a evaluar el porcentaje de variacion, sin embargo no estan exentos de
errores ya que las plantas pueden o no presentar variaciones sin ser observadas. Para tener una
perspectiva de los cambios totales ocurridos en las plantas regeneradas a partir de callos se
requieren evaluaciones posteriores del comportamiento de las plantas en el campo
(rendimiento, resistencia, cambios morfoldgicos de las estructuras subterraneas, etc.), y

estudios citoldgicos y moleculares.



La mayor parte de la variacion obtenida proviene al parecer del cultivo de callos al inicio de la
division celular, cuando se incrementa el riesgo de inestabilidad cromosémica (Cordone et al.,
2000).

Segun Dottin (2000) la variabilidad somaclonal puede ser producida por los genotipos v el
numero de subcultivos a los que se sometan los callos. La variabilidad se puede inducir por los
reguladores de crecimiento. El 2,4 D es el principal responsable de la variabilidad causada pr
la variacion somaclonal, puesto que afecta el ADN, provoca deformaciones, mitosis irregular
y proliferaciones de células (Leopold, 1963). Segun Cardone et al. (2000) el 2,4-D induce la

desdiferenciacion, proceso generador de los cambios.



V.

CONCLUSIONES

Los cultivares estudiados produjeron 100% de callos al establecer meristemos en el medio
de cultivo MS + 3 mg I'™* 2,4-D.

Todos los cultivares regeneraron plantas a partir de callos inducidos en rango de 100-260

plantas.

La multiplicacion de callos fue superior en los medios de cultivo IV y V. El medio de
cultivo V indujo callos grandes (1.0-2.5 cm) en cuatro cultivares y el medio de cultivo 1V

en dos cultivares.

Los callos multiplicados en el medio de cultivo V regeneraron plantas en todos los
cultivares, los callos multiplicados en el medio de cultivo IV lo hicieron en tres cultivares.
Los callos multiplicados en los medios de cultivos Il y Il no regeneraron plantas, a

excepcion de Bco que regenerd 10 plantas en el medio de cultivo IlI.

Las plantas aclimatadas en el sombreadero provenian de los medios de cultivo I, IV y V.
LE regenerd y aclimatizé 839 plantas en sombreadero, Bco 586, TC 300, CS 272 y SR
200.

En el sombreadero todos los cultivares a excepcién de Bco presentaron variaciones
morfolégicas: hojas redondeadas, en forma de basto, con borde rugoso, alargada, sin
I6bulo y peciolo alargado. SR-I presentdé 17.4% de variaciones, LE-IV 13.9% y TC-I
10.9%.



V.

RECOMENDACIONES

Evaluar en condiciones de campo la variacién somaclonal y el comportamiento

agronémico de las plantas provenientes de los diferentes tratamientos.

Evaluar la resistencia a DsMV y mal seco de las plantas regeneradas del ensayo con miras

ser utilizadas en trabajos de mejora genética del cultivo.

Utilizar marcadores moleculares para determinar variaciones genéticas a nivel del ADN en

las plantas provenientes de callos.
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ANEXOS



Anexo 1. Metodologia para la preparacion del extracto de quequisque (Yam et al., 1990).

El extracto de quequisque fue preparado hirviendo 600 g de quequisque fresco fraccionado (1
cm®) en 1000 ml de agua destilada por 5 minutos y mantenido en fuego lento por 1 hora. El

caldo fue filtrado utilizando Filtros Whatman No 1.



Anexo 2. Analisis estadistico de los datos del tamafio de callos de los cultivares de quequisque Bco, CS,
SR, LE y TC por cultivar y en cada medio de cultivo.

Cultivar Medio de cultivo  Escala Cultivar Medios de cultivo Escala
Blanco Ib Grande La Escalera llc Grande
Mediano a Mediano
Pequefio b Pequefio
P =0.000
Il a Grande b Grande
Mediano a Mediano b
Pequefio b Pequefio a
P =0.001 P =0.002
IVa Grande a Ve Grande
Mediano b Mediano
Pequefio b Pequefio
P=0.011
Va Grande a Va Grande a
Mediano b Mediano b
Pequefio a Pequefio b
P =0.002 P =0.000
DSM: 0.1263 DSM: 0.1133
Casitas Il ab Grande Ticuantepe Il c Grande
Mediano a Mediano
Pequefio b Pequefio
P =0.003
Illc Grande b Grande
Mediano a Mediano b
Pequerfio b Pequefio a
P=0.014 P =0.008
IVa Grande b IVb Grande
Mediano a Mediano b
Pequefio b Pequefio a
P =0.000 P =0.001
V ab Grande Va Grande a
Mediano a Mediano b
Pequefio b Pequefio ¢
P =0.001 DSM: 0.1731 P =0.005
DSM: 0.2107
SanRamén IIb Grande
Mediano
Pequefio
b Grande
Mediano
Pequefio
IVb Grande
Mediano
Pequefio
Va Grande a
Mediano ¢
Pequerfio b
DSM: 0.0386 P =0.000

DSM: diferencia minima significativa, P = probabilidad



Cuadro 11. Datos numéricos de figura 3. Estructuras desarrolladas de los callos inducidos en la fase de
regeneracion de plantas en el medio MS sin reguladores de crecimiento a los 15, 45y 80
dias en los cultivares Bco, CS, SR, LEy TC.

Cultivares 15 dias 45 dias 80 dias
C C+R M P C C+R M P C C+tR M P
Blanco 100 80 5 10 5 20 60 20
Casitas 65 35 30 70 10 90
San Ramon 100 30 5 55 10 20 15 50 15
La Escalera 100 15 65 20 70 30
Ticuantepe 60 5 35 10 85 5 5 80 15
Cuadro 12. Datos numéricos de la figura 5. Porcentaje de
sobrevivencia de callos multiplicados en los
medios de cultivo II, 111, IV y V en los cultivares
Bco, CS, SR, LE y TC a los 65 dias.
Cultivares Medios de cultivo
Il v \Y%
Blanco 80.9 63.2 52.6 72.2
Casitas 50.0 35.0 95.0 60.0
San Ramon 33.3 61.5 50.0 90.0
La Escalera 100.0 91.8 100.0 90.0
Ticuantepe 75.0 50.0 75.0 93.8

Cuadro 13. Datos numéricos de la figura 6 porcentaje de callos friables y acuosos obtenidos en los cultivares

de quequisque (Xanthosoma spp.) Bco, CS, SR, LE y TC en los medios de cultivo I, Il IVy V a
los 65 dias
Medios de Blanco Casitas San Ramon La Escalera Ticuantepe
cultivo Friable Acuoso Friable Acuoso  Friable  Acuoso  Friable Acuoso  Friable  Acuoso

I 94.1 5.9 100 100.0 333 66.67 100

1l 100 28.6 71.4 375 62.5 36.4 63.63 75 25

v 100 94.7 5.26 375 62.5 50 50 66.67 33.33

\Y 100 91.7 8.33 73.7 26.32 88.89 11.11 100

Cuadro 14. Datos numéricos de la figura 7 tamafio promedio (cm) de callos de los cultivares de quequisque

(Xanthosoma spp.) Bco, Cs, SR, LE y TC en cuatro medios de cultivo Il, I, IV y V.

Blanco

Il i v Vv
Pequefio (0.1- 0.5 cm) 17.7 333 20 46.2
Mediano (0.5-1.0 cm) 82.3 66.7 20 7.7
Grande (1.0-2.5 cm) 60 46.2
Casitas San Ramoén

Il i v Vv I i v \
Pequefio (0.1- 0.5cm) 70 85.7 211 Pequefio (0.1- 0.5cm) 100 100 100 31.6
Mediano (0.5-1 cm) 30 143 579 333 Mediano (0.5-1 cm) 15.8
Grande (1-2.5cm) 211 66.7 Grande (1-2.5cm) 52.6
La Escalera Ticuantepe

Il i v Vv I i v \
Pequefio (0.1- 0.5cm) 100 909 100 222 Pequefio (0.1- 0.5cm) 100 875 75 13.3
Mediano (0.5-1 cm) 9.1 22.2 Mediano (0.5-1 cm) 125 25 26.7
Grande (1-2.5cm) 55.6 Grande (1-2.5cm) 60



Cuadro 15. Datos numéricos de la figura 8. Callos en crecimiento, multiyemas, plantas y callos sin crecimiento
registradas a los 50 dias en los cultivares Bco, CS, SR, LE y TC que fueron multiplicados en los medios

de cultivo I, 111, IV y V establecidos en el medio MS sin reguladores de crecimiento.
Cultivares Callo Multiyema Plantas Sin crecimiento

M2 M3 M4 M5 M2 M3 M4 M5 M2 M3 M4 M5 M2 M3 M4 M5
Blanco 55 75 25 25 5 20 70 5 10 40 20 45 5
Casitas 545 60 55 40 10 45 10 45 40 35 5
San Ramén 100 333 182 15 333 182 50 35 33.3 636
LaEscalera 64.3 389 56.3 45 357 333 438 55 27.8
Ticuantepe 278 45 35 55 333 40 35 10 15 39 15 30 20

Figura 11. a) Callo friable; b) callos acuosos

Figura 12. Callos friables del cultivar Casita en el medio de multiplicacion IV a los 65 dias.

Figura 13. Plantas, multiyemas y callo con raiz de LE-V a los 65 dias



Figura 16. Hojas alargadas



Figura 18. a) y b) Borde rugoso; c) decoloracion; d), e), f), 9),
h) e i) deformacion en el 16bulo; j) punta enrollada
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