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Resumen

El presente estudio tuvo el objetivo de determinar ¢l efecto combinado de los reguladores
de crecimiento, tipos de explantes y genotipos estudiados en la induccidn de callos y la
micropropagacion a partir de (YA) (induccién de yemas adventicias y generacién de
plantas), en los genotipos de quequisque Blanco y Masaya (Xanthosoma sagittifolium (L.)
Schott). En el estudio de induccién de callos, se evaluaron medios de cultivo, tipos de
explantes (hojas, &pices, peciolos y meristemos), uso de medios fresco y genotipos. En la
fase de induccidn de yemas adventicias se evaluaron medios de cultivos y genotipos; en la
generacién de plantas se utilizo un medio de cultivo (AIA 1.5 mgl! + 6-BAP 0.5 mgL-).
Para el andlisis se representd graficamente los datos no paramétricos ‘evaluados en los
diferentes estudios. Se obtuvo callos a partir de dpices, peciolos y meristemos, excepto en
hojas. Los épices presentaron mayor potencial para la formacién-de callos. E1 2,4-D (1 -3
mgL-1) fue la auxina que indujo 2 callos en un mayor ntimero de medios, observandose la
formacion de callos en un promedio de 38.88 % de los medios que contenian 2,4-D a partir
de explantes de dpices y 5.55 % en peciolos. El medio que contenia 6-BAP (2 mgL1)
indujo a callos en un promedio de 62.5 % de los meristemos de ambos genotipos. Al
trasladar los explantes de peciolos del medio inicial a un medio fresco conteniendo ambos
{2 mgl? 2,4-D), se indujo a la formacion de callos en un promedio de 29.6 % para ambos
genotipos. El genotipo Blanco presenté mayor predisposicién genética a la generacion de
callos que el Masaya. Se obtuvo (YA) en ambos genotipos, el genotipo Blanco presentd
formacién de (YA) en 100 % de los medios estudiados y el Masaya en 85.71 %. El 6-BAP
produjo mayor porcentaje de (YA) en comparacién a la Kinetina, ¢l 6-BAP (3 mgL-!) fue el
mejor medio inductor de (YA) para ambos cultivares, en Masaya (85.71 %), y en Blanco
(5333 %) de los explantes sembrados. En la regeneracidon de plantas se encontrd un efecto
remanente de las citocininas utilizadas en la fase anterior, el cultivar Masaya presentd

mayor formacion de plantas.
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Palabras claves: Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott, callos, micropropagacion, vemas
adventicias, reguladores de crecimiento, quequisque, explante, auxina,

citocinina, genotipo (Masaya y Blanco), Kinetina.

Abreviaturas:  2,4-D = 2 4-diclorofenoxiacético; 2,4,5-T = 2,4,5-triclorofenoxiacético;
AlA = aeido B- indolacético ; ZR = zeatine riboside; 6-BAP = 6-hencil
aminopurina; (YA) = yemas adventicias; ANA = 4cido naftalenacético;

MS = nutrientes basicos de Murashige y Skoog (1962)
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L Introduccion

El quequisque (Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott) pertenece a la familia
Araceae; es originario de América; cultivado desde la época precolombina en Las Antillas,
América Central y Sur (Lépez er al. 1995, Blanco 1987, Davila et al. 2000); y es
considerado uno de los primeros cultivos domesticados por el hombre (Lopez er al. 19953,
MAG-FOR 2000). Recientemente, ¢l quequisque y otras especies de Xanthosoma han
ganado un valor excepcional como alimento debido a su caracteristicas organolépticas vy
nutritivas (Lopez y Castillo 1996).

La mayor produccién en Nicaragua se localiza en las zonas himedas del pais y esta en
manos fundamentalmente de pequefios y medianos productores de Nueva Guinea, El Rama
¥ Rio 8an Juan. Especificamente en el municipio de Nueva Guinea, se han instalado plantas
acopiadoras y procesadores de cormelos de quequisque para la exportacion. Empero, se

cultiva también en el pacifico, en zonas como Masaya, Carazo, Granada y Rivas (MAG-
FOR 2000).

Los productores de este rubro en la actualidad enfrentan una serie de problemas que limitan
la produccion y reducen su rentabilidad: suelos erosionados, mimero reducido de cultivares,
condiciones no apropiadas para la siembra, falta de semilla de alta calidad, v ademas los
dafios causados por las enfermedades que atacan el cultivo; la cual, segiin el MAG-FOR
(2000}, la de mayor importancia econdmica y de dificil control es la enfermedad
denominada Mancha Foliar o Lesién Foliar Marginal, causada por la bacteria Xanthomona
campestris pv. dieffenbachiae (Pohronezny et al.1990). Sin embargo, Rojas (1998) ¥
Davila er al. (2000) reportan al Mal Seco como una enfermedad de gran importancia en
Centro América, Puerto Rico v Africa, la cual es causada entre otros agentes por Sclerotium
rolfsii, funcién que es también compartida con otros hongos como Rhizactonia solani,

Fusarium soz‘éni, Pythium sp. y algunas bacterias (Bejarano 1996).



encidn de semilla boténica de quequisque resulta dificil por la caracteristicas que
@ la flor, dado que sus dvulos estan cubiertos por una sustancia gelatinosa v una
rgue impiden fa autofecundacidn; ademds existe un diferencia de 48 horas entre las
iviones Optimas para la receptibilidad del évulo y la actividad del polen. Debido a esio
su reproduccion se realiza a través de su cormo, semilla asexual o vegetativa (Lépez ef al.
1995}

Las especies propagadas vegetativamente reproducen toda la informacién gendtica de la
planta progenitora a la descendencia, es por esto que las caracteristicas especificas de un
tdividuo dado son perpetuadas v la poblacion tiende a ser fenotipicamente muy uniforme
{Hartman y Kester 1983), por lo que mejorar genéticamente los cultivares clonales a través

de Ias téonicas convencionales de seleccidn individual resulia difieil.

La propagacidén de plentas a través de la téenica de cultivos de tejidos presenta
posibilidades para producir individuos con variaciones fenotipicas o genotipicas,
denominada variacion somaclonal; lo gue ofrece una alternativa para el mejoramiento

genético de cultivares existentes (Larkin v Scoweroft 1981, Evans 1989),

Las causas de variacidén pueden separarse en tres tipos: {1} aquellas causadas por la
variacidn preexistente en la planta, (2) aguellas debido a variacion genética, un cambio
heredable en el ADN, producto de los procesos de desdiferenciacion, rejuvenecimiento o
rediferenciacion, vy (3) los cambios epigenéticos u efectos fisiologicos, caracterizada por ser
cambios fenotipicos generados por genes que son estimulados y se expresan por los efectos
‘@l cultivo in vitro per se, pero estos genes no presentan cambios en el material hereditario;
pero si pueden persistir en la descendencia a través de la propagacién clonal (Berlyn ef al.
1990, Bajaj 1991, Swartz 1991, Pérez Ponce 1998),

Los factores que provocan la variacién somaclonal son: el genotipo, el tipo de explante, la
duracidon de los cultivos ir vifro, las condiciones de cultivos v la forma de regeneracion o

micropropagacion (Pérez Ponce 1998).
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La variacion somaclonal tiene un gran potencial en el mejoramiento genético, debido a las
ventajas que presenta: los cambios pueden ocurrir en caracteres de interés agrondmico,
aumento de la frecuencia de aparicién de los cambios, produccién de mutantes néveles,
posibilidad de recuperar las mutaciones existentes en los tejidos somaticos, los que no
pueden ser obtenidos a través de otro tipo de tecnologia (Lindsey y Jones 1989, Evans y
Bravo1986).

La posibilidad para descubrir cultivares mejorados comeo resultado de la variacion
somaclonal en especies de frutas tropicales tiene gran potencial (Litz y Jaiswal 1991).
Wakasa (1979) identificé variaciones de pifia sin espinas en plantas originadas de cultivos
de tejidos, Hwang v Ko (1987) en plantas de bananos con resistencia a Fusarium

oxysporum F. sp. cubense raza 4.

Los procesos de embriogénesis somatica indirecta, a partir de la formacidon de callos v la
organogénesis a través de yemas adventicias, presentan posibilidades de inducir variacion
somaclonal en las plantas propagadas (Larkin y Scowcroft 1981, Debergh y Read 1991,
George 1993).

La produccién de vemas adventicias se da a través de la formacién de novo de yemas a
partir de una o un pequeiio grupo de células meristemdticas preexistentes o tejidos no
meristerndticos, cuando se culiivan los explantes en medios con concentraciones elevadas
de citocininas (Vuylsteke y De Langhe 1985) citado por Jiménez (1998). Las yemas
adventicias se¢ pueden obtener a partir de callos, denominada induccién indirecta; o
induccion directa a partir de drganos como: peciolos, hojas, tallo, raiz, cotiledones, yemas
apicales (George 1993). Esta técnica de micropropagacion a partir de yemas adventicias ha
sido exitosa en algunos frutales del trépico y subtrépico en especies como: musaceas y pifia

(Litz y Jaiswal 1991).
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La variabilidad es mayor en la medida que los individuos sean obtenidos a partir de tejido
menos diferenciados. Es por esta razén que las plantas que se forman a través del proceso
de embriogénesis somatica de tejidos no diferenciados, callos; tienen poca estabilidad

genética, generando individuos noveles (Pérez Ponce 1998).

‘Puesto que ¢l callo es un tejido coherente y amorfo, formado cuando las células de la planta
se multiplican de manera desorganizada, los procesos de diferenciacion y especializacion
celular que ocurren en el explante, producen un nuevo tejido el cual estd compuesto de

tipos de células meristematicas y no especializadas (George 1993).

El tejido que conforma los callos no son de un solo tipo. Los grupos de callos difieren en
apariencia, color, grado de compactacion y potencial morfogenético. Esto puede depender
del tipo de informacién genética que se active dentro de la célula (cambios epigénicos). Sin
embargo es mas probable que sea producto de explantes compuestos de mas de un tipo de

células (George 1993).

La formacién de callos no diferenciados o células no organizadas son necesarias para el
proceso de embriogénesis, que consiste en la formacion in vitro de embriones a partir de

células somaticas {George 1993).

Las vemas adventicias, por su parte, se distinguen de los embriones sométicos por que éstos
nltimos son bipolares, o sea que presentan un brote y un polo radicular, brotes axilares y

cotiledones, y no presentan una coneccidn vascular con el tejido parental (George 1993).

Muchas especies cultivadas y forestales del trépico y subtropico han sido regeneradas a
través de la embriogénesis somadtica: mango, banano, platano, melocotoén, palmera de

datiles, nispero v citricos (Litz y Jaiswal 1991).



Con el presente trabajo de investigacidn se pretende cumplir con €l siguiente objetivo:

& Determinar el efecto combinado de los reguladores de crecimiento, tipos de explantes y
genotipos en la induccidn de callos y micropropagacion a partir de yemas adventicias
en sus dos fases, induccidn de yemas adventicias v generacidn de plantas; de dos

genotipos de quequisque (Xanthosoma sagittifolium (1.} Schott).
Hipétesis:

Ha: Las condiciones de cultivo in vitro estudiadas, inducen a importantes
diferencias porcentuales entre los dos genotipos de quequisque, en cuanto a la
formacion de callos y micropropagacion a partir de yemas adventicias, en sus
fases de induccidn de yemas adventicias y generacidn de plantas a partir de

yemas adventicias.

Ho: Las condiciones de cultivo i# vitre estudiadas, no inducen a importantes
diferencias porcentuales entre los dos genotipos de quequisque, en cuanto a la
formacion de callos y micropropagacidn a partir de yemas adventicias, en sus
fases de induccidn de yemas adventicias vy generacion de plantas a partir de

yemas adventicias.



JI.  Revisién bibliografica

2.1. Antecedentes del cultivo de tejidos en la induccién de callos en los géneros
Xanthosoma y Colocasia.
‘Son numerosos los estudios dirigidos a la obtencién de plantas a través de la embriogénesis

somatica y organogénesis en estos géneros.

Diferentes investigadores citados en la Tabla 1, han incluido en sus estudios para la
iduccién de callos, factores como los tipos de explante; concentracion y combinacién de

reguladores de crecimiento usados en los medios de cultivo,

Es probable que todos los tejidos vegetales tengan la capacidad para formar callos in virro;

pero pocos explantes tienen la habilidad para formar callos embriogénicos (Litz y Jarret
1991).

En la mayoria de las Araceae la embriogénesis somatica y la regeneracién de plantas
pueden ser obtenidas a partir de tejidos embriogénicos (Dottin 2000). Usualmente se han
usado como explante yemas apicales vy axilares; asi también peciolos, ldmina foliar y
cormos {Irawati y Webb. 1983, Nyochemberg y Garton 1998, Dottin 2000),

Segin Denchev et al. (1990) citade por Gomez (1998), la repuesta del explante a la
embriogénesis estd determinada por la edad de éste, asf como la concentracion de auxina
empleada. Se ha establecido una fuerte correlacion entre el estado de desarrolio del
explante inicial y la concentracidn de auxina en el proceso de desdiferenciacién y

diferenciacion.

Para la obtencion de callos es necesario altas concentraciones de auxinas exdgenas o
cualquier tipo de auxina potente (Yam ef al. 1990, Quintero 1993, Gomez 1998). El tipo de

auxina y su concentracion puede variar entre especies, incluso entre un mismo género
{Dottin 2000).



Tabla 1. Tipos de explantes, medios de cultiveo, reguladores
de crecimiento utilizados en la induccidn de callos
en los géneros Xanthosoma y Colocasia.

Autor Explante Medio de Regulador de Género
cultivo crecimiento
Gruta {]985) Meristemos AZ (1976) AMA Xenthosoma
sagittifolium
Yam ot ol (1990) Yemas axilares M8 {1982) 2,4,5-T + glutamina Colocasia
Yam et of, (1990) Yernas axilares MS {1962} 6-BAP + ANA Colocasia
Nyochemberg y Yemas apicales v Gambor (1968),  Dicamba & Thidiazurom. Nanthosoma
Garton (1998) peciolos MS (1962) sagittifolivm

Nymalf @ (1983} Yemas apicales Knop's (1579} Dicamba + Kinstina  Colocasio

Trawati y Webb Yemas apicales, MS {1962) 24,5-T - Colocasia
{1983 peciolos y lAmina
foliar
Sabapathy v Nair Yemas apicales Linsmaier v SD 8339 Colocasia
{1995} - Skoog {1963)
Daottin 22000) Cormo, psendotalio M8 (1962) ANA + Kinetina Xanthosome
{pecivle) y dpice +2,4-D
Liw e of (1988) Yemas apicates Gambor (1968}  Glicina + AIA + Kinetina  Xanthosoma
+ 2,41 + ANA

En los géneros Xanthosoma v Colocasia se han utilizado como auxinas inductoras ANA,
2.4-D, Dicamba, Thidiazurom, 2,4,53-T, AIA. Entre las mas efectivas estdn 2,4-D; 2,4,5-T v

AlLA usadas en rangos 1-3 mgl-!, 0.02-3 mglL-1, 1-5 mgl-1 respectivamente.

1.2 Antecedentes del cultive de tejides en la induccién de yemas adventicias en
Xenthosoma
En la Tabla 2 se resumen los factores que han side estudiados por diferentes autores en la

preduccidn de yemas adventicias en el género Xanthosoma.

Todos los autores utilizan dpices como explantes para la formacion de yemas adventicias.

El empleo de altas concentraciones de citocininas como reguladores de crecimiento



favorece la formacion de yemas adventicias (Gupta 1985, Litz y Jarret 1991, Ndoumou et
al. 1995, Dottin 2000).

Pabla 2. Tipos de explantes, medios de cultivo y reguladores
de crecimiento utilizados en la induccién de yemas
adventicias en Xanthosoma.

Autor Explante Medio de cultivo Regulador de Género
crecimiento.
“Chipta (1985) Yemas apicales MS (1962) ANA Xanthosoma

sagittifolivm

Strauss y Ardetti Yemas apicaies Linsmaier y 8D 8339+ ANA Xanthosoma
(1980) Skoog (1965) caracu
Ndoumou ef af, Yemas apicales MS (1962) 24-D+IBA Xanthosoma
£1995) +6-BAP sagittifolium
Botiin (2000) Yemas apicales MS (1962) 6-BAP Xanthosoma
Ndoumou ef al. Yemas apicales MS (1962) ANA + AIA + Xanthosoma
{1995) 6-BAP + Kinetina
Asckan of o Yemas apicales MS {1962) 6-BAP + AlA Xanthosoma
{1984) caracy_

Dottin (2000) citando a Bajaj (1991} explica que cuando se cultivan los explantes en
medios con concentraciones elevadas de citocininas, las células de meristemos
preexistentes o de tejido no meristematico del explante se diferencian, generalmente a partir
de una célula o de un grupo pequefio de éstas, comsecutivamente comienzan a dividirse

formando nuevas yemas,

Usualmente en los meristemos y apices, la concentracion de citocinina endégena ¢s baja
dei:ido a que el principal sitio de sintesis son las raices, por lo que la adicién exdgena de
citocininas en los medios de establecimiento es generalizada (Jiménez 1998). Por su parte
Hu y Wang (1983) citado por Jiménez (1998) reportan que en el 85 % de los medios de
establecimiento se uiilizan citocininas, las mas empleadas han sido el 6-BAP (68 %), la
Kinetina (23 %), €l 2IP y la Zeatina (9 %). E1 6-BAP se utiliza en un rango de -3 mglL-l y

la Kinetina de 0.1-2 mgL-1.



Hl. Materiales y métodos

¥l estudio de induccion de callos y micropropagacién a partir de yemas adventicias en sus
dos fases en dos cultivares clonales de quequisque Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott, se
llevd a cabo en el laboratorio de cultivos de tejidos vegetales del Programa Recursos
Genéticos Nicaragiienses (REGEN), Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional
Agraria (UNA), ubicada en el km. 12 %4 de la carretera norte, en el departamento de
Managua. El estudio tuvo una duracidon de diecinueve meses, en un periodo comprendido

entre enero del 2000 hasta agosto del 2001.

3.1 Materiales y equipos

Los materiales necesarios para la realizacion del estudio fueron: acido clorhidrico (HCI,
hidréxido de potasic (KOH), alcohol, hipoclorito de sodio (NaOCl), reguladores de
crecimiento (ANA; AIA; ZR; 2.4-D; 2,4,5T, Kinetina y 6-BAP), nutrientes del medio
bésico de cultivo Murashige v Skoog {1962), sacarosa, agar, myo-inositol, papel de

aluminio, cinta adhesiva, algodén, agua destilada y agua desionizada,

Los equipos y cristaleria que se usaron para el estudio fueron: horno, marcadores, mecheros
bunzen, pinzas, pipetas, placas petri, beakers, agitadores, autoclave, tubos de ensayo,
estereoscopio, balanza analitica, escalpelos, cuchillos, camara de flujo laminar, erlenmeyer,

pHmetro y frascos.

3.2 Medidas de asepsia
Los utensilios como pinzas 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 antes de su uso,
utilizando luz ultravioleta durante 15 minutos, posteriormente se dejd media hora sin

presencia de luz uitra violeta, para iniciar la siembra in vitro.



Previo a la siembra, los medios de cultivo, platos petri, frascos vy tubos de ensayos fueron
esterilizados en el auto clave a 121 °C y a una atmosfera de presion, durante 20 minutos.
El medio de cultivo esterilizado fue distribuido ¢n los recipientes en que se disefio el

ensayo, en condiciones de camara de flujo laminar.

3.3 Medio de cultivo

El medio de cultivo se preparé con agua desionizada la que se deposité en un beaker, luego
se le agregd segun el orden las siguientes sustancias: nutrientes del medio bésico de cultivo
de Murashige y Skoog (1962) (4.41 gL-!), azhcar (30 gL-}), myo-inositol (0.1 gL-1); se
agité por 5 minutos en un agitador magnético, para luego ser vertidos uniformemente en

diferentes recipientes que correspondian a cada tratamiento en estudio.

‘Los medios de cultivo, se agitaron para agregatles los distintos reguladores de crecimiento
correspondientes a cada tratamiento, luego se reguld el pH a 5.8 y se le adicioné agar (3 gL-

1), se calenté hasta punto de ebullicion.

3.4 Manejo del tejido

En el trabajo de investigacion se emplearon los cultivares clonales Blanco y Masaya de
quequisque (Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott); Se colecté en el campo semilla
agamica o cormos de los cultivares estudiados, se lavaron con agua y detergente. El tejido
apical se obtuvo de los cormos para ser establecidos en medios de cultivo, generando
plantas in vitro; las cuales se multiplicaron cada 30 dias para poseer suficiente material
vegetal de donde obtener explantes (dpices, peciolos y hojas) necesarios para montar los

ensayos.



Los apices utilizados en la induccién de callos y yemas adventicias se tomaron de las
plantas in vitro establecidas con anterioridad, diseccionado el tejido apical a un tamafio de
5-7 mm? separandolo de las raices, peciolos y tejidos del cormo. Los peciolos de color
verde y consistentes se cortaron en fragmentos de 5-7 mm longitud, para utilizarse en la
induccidn de callos. De las hojas verdes bien desarrolladas se obtuvieron los explantes para
¢l estudio, se diseccionaron en cuadros de 25 mm?® aproximadamente, eliminando la

nervadura ¢entral.

3.5 Estudios realizados
Se establecieron una serie de experimentos para la induccién de callos y micropropagacion

a partir de yemas adventicias, como se detallan a continuacion.

Se realizaron cuatro ensayos de induccion de callos (dos de elios exploratorios). y vno para

cada fase de la micropropagacidn a partir de yemas adventicias. Seis ensayos en total.

3.5.1 Ensavos de induccion de callos

Para la induccion de callos se realizaron cuatro ensayos; uno a partir de explantes de hojas,
otro, a partir de explantes de apices y peciolo; y dos exploratorios. Esta diferencia en el
disefio fue establecida basandonos en los estudios realizados por distintos autores quienes
definen que los resultados dependen de la naturaleza del explante en combinacion con

medios de cultivo, los que varian en tipos y concentraciones de reguladores de crecimiento.

3.5.1.1 Induccién de callos a partir de explantes de hojas
En este estudio se evaluaron dos genotipos y 28 medios de cultivo (descritos en la Tabla 4),
56 tratamientos en total, con 15 tubos-réplica por tratamiento; en condiciones de oscunidad

totalya tempf:rafura de 26 +2°C,
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Tabla 3. Factores estudiados en el ensayo de induccidn de calics a
_partir de explantes de hojas de quequisque

Genotipo Tipo de explante Auxina Citocinina
Masaya Hoja ANA 6-BAP
Blanco 2,4-D

24,5-T

Tabla 4. Medios de cultivo empleados en el ensayo de induccién de
callos a partir de explantes de hojas en los genotipos de
quequisque Blanma_y Masavya

6-BAP (mgl-)) Auxina (mgl.)

6 ¢ Testigo
]

i i

3

]
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3
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i 3

3
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3
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i 3
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3
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* Medio biasico MS (1961}



35.1.2 Induccion de callos a partir de explantes de dpices y peciolos

En este ensayo se evaluaron dos tipos de explantes de dos genotipos, y 19 variantes de
medios de cultivo (descritos en la Tabla 5), para un total de 76 tratamientos, 135 tubos-
réplica por tratamiento. Las condiciones utilizadas fueron de 12 horas luz natural y

oscuridad, y a temperatura de 26 £ 2 °C,

Tabla 5. Factores estudiados en el ensayo de induccidén de callos a
partir de explantes de ipices y peciolos de quequisque

Genotipo Tipo de explante Anxina Citocinina
Masaya Apice AJA Kinetina
Blanco Peciclo 2.4-D

Tabla 6. Medios de cultivo empleados en el ensave de induccidn de
callos 2 partir de explantes de dpices y peciolos de

gueguisgue
Auxina {mgL-!) Kinetina {mglL-1)
0 Testigo ]
1 6
1 1
1 3
3 0
3 AIA 1
3 3
5 0
5 H
5 3
1 0
1 1
! 3
3 0
3 2,4-D i
3 3
5 0
b) 1
3 3

* Medio basico MS {1962)
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35.1.3 Estudios exploraterios de induccién de callos

Este estudio se planted a partir de los resultados obtenidos en los ensayos de induccién de
callos a partir de hojas y peciolos; buscando la posibitidad de optimizar la metodologia en
la induccion a callos a través del uso de medio fresco v el cultive de meristemos como

estimulantes de la produccion de callos.

3.5.1.3.1 Efecto del uso del medio fresco como inductor de callos.

En este estudio se utilizaron dos tipos de explantes, dos genotipos de quequisque en dos
variantes de secuencia de cultivo (descritos en la Tabla 8), para evaluar 8 tratamientos en
total, cada uno con réplicas de 4 platos petri, con 4 explantes por plato; condiciones de 12

horas luz natural v oscuridad, temperatara de 26 £ 2 °C.

Tabla 7. PFactores estudiados en el ensayo del efecto del uso del
medio fresco come inductor de callos.

Genotipo ____Tipo de explante Secuencia de cultivo
Masaya Hoja SC1
Blanco Peciolos SC2

Tabla 8. Secuencias de cultivo empleadas en el ensayo del efecto
del uso del medio fresco como inductor de callos a partir
de hojas y peciolos en los genotipos de quequisgue Blanco

y Masava.
Secuencia de cultivo Medio inicial Medio fresco
SCt 24-D (2 mgl-H 2,4-D (2 mgl-1)
SC2 2,4-D (2 mgL1) 7 R (0.8 mgL-1)
*Medio basice MS (1962)

* 8C = Secuencia de cultivo, Los explantes se establecieren en un medio inicial, a los 30 dias se
transfirieron a un medio fresco donde permanecieron 3G dias més.

3.5.1.3.2 Uso del cultivo de meristemos en la induccion de callos

Se utiliz6 el estereoscopio para poder extraer, diferenciar y diseccionar los meristemos a un
tamafio aproximado de 0.2 mm de didmetro. Se establecieron 4 meristemos por plato petri,
de cada genotipo, en las 3 variantes de medio (descritos en la Tabla 10), 6 tratamientos en
total, cada uno con una repeticion de 4 platos; las condiciones utilizadas fueron de 12 horas

luz natural y oscuridad. a una temperatura de 26 & 2 °C.
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Tabla 9. Factores estudiados en el ensayo del uso del cultivo de
meristemos en la induccidn de callos

Genotipo Reguladores de crecimiento
Masaya 2,4-D
Blanco 6-BAP
ANA,

Tabla 10. Medios de cultivo empleados en el ensayvo del uso del
cultivo de meristemos en la induccién de callos en los
genotipos de quequisgue Blanco y Masaya.

Medio Reguladores de crecimiento
! 2,4-D 3 mgL-!
2 6-BAP 2 mgl-!
3 ANA 0.7 mgL-!1

*Medio basico MS (1962)

3.5.2 Micropropagacion a través de yemas adventicias,

3.5.2.1 Induccion de yemas adventicias a partir de apices de quequisque
El ensayo de induccion de vemas adventicias, se establecié en 7 variantes de medios de
cultivo {descritos en la Tabla 12), para los dos genotipos de quequisque, evaluandose 14

tratamientos, con 135 tubos-réplica por tratamiento; condiciones de 12 horas Juz natural y a

temperatura de 26 + 2 °C.

Tabla 11. Factores estudiados en el ensayo de induccién de vemas
adventicias a partir de explantes de Apices de

gquequisque
(Genotipo Tipo de explante Auxina Citocinina
Masaya N Apice AlIA Kinetina
Blanco 6-BAP
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Tabla 12. Medios de cultivo empleados en la induccidén de vyemas
adventicias a partir de explantes de 4&pices en 1los
genotipos de quequisgue Blanco y Masava, mas 1 mgL~! de

ATIA
_ Citocinina {(mglL-1) _
0 Testigo
3
5 Kinetina
10
3
5 6-BAP
10

* Medio basico MS {1962)

3522  Generacion de plantas a partir de yemas advenficias

Para la produccion de plantas in vitro se diseccionaron las yemas adventicias producidas en
¢l ensayo de induccién de yemas adventicias en dos genotipos de quequisque, sembrando 4
yvemas por frasco, 5 frascos por fratamiento, cada frasco contenia 30 ml de medio de

cultivo.

El medio de cultivo para la produccion de plantas in vitro se prepard con los siguientes
componentes: nutrientes del medio basico de cultivo de Murashige v Skoog {1962) (4.41
gl-!), azdcar { 30 gL, myo-inositol { 0.1 gL-1), agar (3 gL+, AIA (1.5 mgL-1), 6-BAP
(0.5mgl-DYyaunpHde 5.8

3.6 Variables evaiuadas y andlisis de datos

La evaluacion de los estudios de induccidn a callos y micropropagacion a partir de yemas
adventicias se realizé a los 30 dias después de establecidos. Para valorar los datos no
paramétricos en los ensayos de induccion a callos a partir de hojas, peciolos y dpices, se
elaboraron las siguientes escalas; escala de formacidn en la induccién a callos y la escala de
coloracién de explantes. En el estudio exploratorio las variables evaluadas fueron la

formacidn o no de callos.



Escala de formacion en la induccion a callos:
1) Formacion de plantas

2) Formacidn de raices

3) Formacién de plantas con raices

4) Formacion de multibrotes

5} Formacion de callos

6) Explantes necrosados

Escala de coloracién de explantes:
7) Explantes verdes

8y Explantes amarillo

En el estudio de micropropagacion a partir de yemas adventicias, en las fases de induccion
de yemas adventicias y produccidn de plantas in vitro, la evaluacion de los datos se realizd
segln la siguiente escala:

9y Formacidn de plantas

10) Formacidén de plantas con hijos

11) Formacién de yemas adventicias grandes

12) Formacion de yemas adventicias pequefias

13) Explantes necrosados

14) Explantes sin crecimiento

Los datos no paramétricos se representaron graficamente como resultado del calculo de los
porcentajes de las frecuencias de las observaciones evaluadas en los estudios de induccion
de callo a partir de hojas, peciolos, dpices y en los ensayos exploratorios (efecto del medio
fresco como inductor a callos y el cultivo de meristemos en la induccién a callos); y
micropropagacion a partir de yemas adventicias en las fases de induccion de yemas

adventicias y generacién de plantas in vitro a partir de yemas adventicias.
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1V. Resultados y Discusion

Las auxinas participan ampliamente en la organizacién de los procesos vegetales, la
regulacion de las proporciones de crecimiento diferencial y de fenémenos de diferenciacion
(formacion de distintos organos a través de la organogénesis) (George 1993), los que son
estimulados e inhibidos segin la concentracion auxinica presente en la célula o estructura

vegetal (Barba 1994),

El cultivo in vitro requiere de la adicidon de auxina al medio para la induccién y la
proliferacion de callos, tenmiendo en cuenta que para su produccion estd intimamente
relactonado la concentracion, tipo de explante y el balance auxina-citocinina empleada

{Barba 1994).

4,1 Resultados y discusion de induccion de callos

Los resultados de los ensayos de induccién de callos variaron en dependencia a a
combinacién de reguladores de crecimiento, tipo de explante y genotipo. El tipo de
explante fue el factor mas determinante en la formacién de callos, por esta razén los

resultados se presentan en funcidn al tipo de explante.

4.1.1 Induccion de callos a partir de hejas

Ninguno de los medios de cultivo estudiados, indujo a la produccion de callos a partir de
hojas en ambos cultivares (Figura 1). Sin embargo, se observé diferencias entre los
genotipos ante el efecto de las combinaciones de AIA y 2,4-D con 6-BAP, a favor del
cultivar Masaya, al mostrar persistencia del color verde en los explantes; en cambio, solo el

cultivar Blanco present6 explantes necrosados.

Por otra parte, ambos cultivares tuvieron un comportamiento similar ante el efecto del 2,4,5-
T al preseniar altos porcentajes de explantes amarillos, lo que seria una antesala al
necrosamiento o muerte del explante. Gomez (1998), Yam et of. (1990 y 1991} y Nyman es
al. {1983) consideran que el 2.4.5-T es una auxina potente, dado que tiene mayor efecto que
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¢l ANA y AL\ en similares o a un en menores concentraciones: esto podria debérse a que las

auxinas sintéticas tienen menos sistemas enzimaticos que las degraden o inactiven (Barba

1994),
O Amarifio B Verde MW Necrosado
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& 80 - |
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Figura 1. Porcentaje de explantes de hojas verdes, amarillas v
necrosados, coOme resultado del afecto de las
combinaciones de ANA, 2,4-D vy 2,4,5-7 (1, 3 vy 5 mgL™")
con 6=BAP (0, 1 v 3 mgL') en dos cultivares de

gqueguisque (Xanthosoma sagittifolium {L.} Schott)



4.1.2 Induccién de callos a partir de dpices.
Los genotipos Masaya y Blanco produjeron callos a partir de explantes de apices en medios
de cultivo que contenian AIA y 2,4-D como auxina inductora, registrandose mayor

porcentaje de callos en el genotipo Blanco (Figura 2).

Existe una diferencia genotipica ante el efecto de las hormonas; en el cultivar Masaya se
indujo a callos en los medios que contenfan AIA (3:0 mgl-!) y 2,4-D (1:1, 3:1 mgL-) en
combinacién con Kinetina, y en el clon Blanco, en los medios de AIA (1:1, 3:0, 3:1 y 5:0

mgl-) y 2,4-D (1:1, 3:0, 3:3, 5:1 v 5:3 mgL-1) en combinacion con Kinetina.

El medio que presentd mayor porcentaje de formacion de callos para el genotipo Masaya
fue 2,4-D en combinacion con Kinetina (1:1 mgL-t) en 25 % de los explantes sembrados, y
con AIA (3mgL-) en 21.42 % sin Kinetina (Anexo HI), los callos producidos en este medio
de cultivo presentaron raices, brotés y plantas. Por otra parte, en el genotipo Blanco el
medio de cultivo que indujo a callos fue el AIA en concentracion de (5 mgl!) en 60 % v
usando 2,4-D (3 mgL-1) con 85.71 %, en ausencia de Kinetina. El 2,4-D como regulador de
crecimiento indujo a la formacion de callos en 25.5 % de los explantes de ambos genotipos,
yel AlA en 17.37 %.

El AIA como hormona tuvo un efecto inductor a la morfogénesis (formacion de plantas,
raices y brotes) en los explantes de ambos genotipos. El 2,4-D en comparacion con el AlA
fue mas téxico casi en todas las combinaciones utilizadas, al presentar gran cantidad de
explantes necrosados, siendo el genotipo Masaya mds susceptible, mostrando mayor

porcentaje de necrosamiento.
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* Medio de cuitivo que produjo callos con raices, brotes y plantas en el cultivar Masaya

- Xy Xz Promedio de explantes que produjeron callos en los medios con AlAy 2,4-0 como
inductores, respectivamente.

Figura 2. Porcentaje de callos inducidos a partir de &pices de
plantas in vitro en dos cultivares de quequisque
(Xanthosoma sagittifolium (L.)Schett) estudiados en
nedio MS (1%62) a diferentes niveles de AIA y 2,4-D (1,
3 v 5 mgL™!) en combinacién con kinetina (0, 1 v 3 mglL~
1} en la induccidén de callos.

4.1.3 Induccién de callos a partir de peciolos.

En la induccién a callos a partir de peciolos se observé una diferencia en el comportamiento
de los dos genotipos al producirse callos Ginicamente en el cultivar Masaya (Figura 3). El
medio de cultivo inductor fue el que contenia (1:1) mgL-! 2,4-D con Kinetina,
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generando callos en un 14 % de los explantes; siendo estos blanco, nodulares y consistentes

{Ancxo 1V).

Los explantes de ambos genotipos presentaron persistencia similar al color verde, sin

embargo el 2,4-D tuvo mayor ciecto sobre el necrosamiento del tejido que ¢l AIA, aungue

las combinaciones de AIA y 2,4-D con Kinetina en concentraciones de (3:1, 3:3, 5:0) mg

Lt mostraron mayor porcentaje de explantes necrosados.
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4.1.4 Estudio exploratorio en Ia induccién de callos

Efecto del medio fresco como inductor de calles a partir de hojas y peciolos

El uso de medio fresco no estimulé la produccion de callos en el tejido de hojas (Tabla 13),
sin embargo, a partir de peciolos fue posible la obtencion de callos con ¢l uso de 2,4-D (2
mg L1} como medio inicial y medio fresco, en (44.9 %) de los explantes sembrados del
genotipo Blanco y en (14.3 %) Masaya; esto indica que existe una mayor predisposicion a

la formaciodn de callos en el cultivar Blanco.

Tabla 13. Porcentaje de callos obtenidos en el ensayo del uso de
medic fresco MS  (1962) + 2,4-D {2 mgL-ly vy Zeatine
riboside { 0.8 mgl™') a partir de explantes de hojas vy
pecicles de plantas in vitro de dos cultivarss de
quegquisque {(Xanthosoma sagittifelium {L.} Schott}.

Explantes
Secuencia de cultivo Hojas Peciolos
Masaya Blanco Masaya Blanco
24-D - 24D 0 0 14.3 449
24D — ZR 0 0 { 0

Uso del cultivo de meristemos en 1a induccién de callos
Seguin los resultados observados en la Tabla 14, ambos genotipos produjeron callos a partir
del cultivo de meristemos; siendo los explantes de Blanco los que produjeron callos en un

mayor porcentaje (58.3 %) en comparacion a Masaya (33.33 %).

Tabla 14. Porcentaje de callos obtenidos en el ensayo del efecto
del cultive de meristemos de dos cultivares de
quequisque (Xanthosoma sagittifolium {L.} Schott)en tres
medios de MS {1962).

Medios de cultivo
Genotipo 24D 6-BAP ANA Promedio
(3 mgL1) (2 mgLh) (0.7 mgL-h
Masaya 4] 75 25 33.33
Blanco 75 50 50 58.33
Promedio 37.5 62.5 37.5 -
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En el cultivar Blanco el medio que indujo mayor produccién de callos fue el que contenia
2,4-D (3 mgL-1), por otra parte no se registré una diferencia porcentual entre los substratos
que contenian 6-BAP (2 mgL-1) y ANA (0.7 mgL-1). El genotipo Masaya produjo callos a
partir de meristemos en los medios que contenfan 6-BAP y ANA, siendo el 6-BAP la
hormona que produjo mayor niimero de callos. El 24-D (3 mgL-!) no provocd ningin
efecto en la obtencién de callos. El mejor medio para la induccion de callos a partir de
meristemos fue el que contenia 6-BAP (2 mgl-1}, generando un promedio de 62.5 % de el

total de los callos obtenidos de este tipo de tejido, en ambos genotipos,

4.1.5 Discusion de induccion de cailos

Segun los resultados obtenidos en los dos cultivares estudiados de Xanthosoma
sagittifolium, es posible inducir a la formacidn de callos, en algunas de las condiciones de

cultivo evaluadas (genotipo, tipo de explantes, medios de cultiveo).

Se logro obtener callos a partir de dpices, peciolos y meristemos en ambos genotipos,
siendo considerablemente mayor a partir de dpices. En esto se coincide con Irawati y Webb
{(1983) en Colocasia esculenta, y Dottin (2000) en Xanthosoma; sin embargo,
Nyochenbeng y Garton (1998) en Xanthosoma mencionan que la produccién de callos fue

significativamente mayor en peciolos que en dpices.

Los ensayos donde se utilizo hojas como explantes no produjeron callos, lo que coincide
con Irawati y Webb (1983) que después de 4 semanas de cultivo no se observaron signos
visibles de produccion de callos. Trabajos reportados en Colocasia esculenta por Irawati y
Webb (1983), y en Xanthosoma, por Nyochembeng y Garton (1998), Litz y Jarret (1991),
George (1993), Debergh y Read (1991) plantean que los resultados en la induccidén de
callos en una misma especie suele estar relacionada al tipe de explantes utilizado; lo que
-ceincidé con lo demostrado en esta investigacion, que no todos los tipos de explantes de

una misma especie producen callos.
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La induccién a callos también fue influenciada por el genctipo, al presentar el cultivar
Blanco mayor predisposicién genética a la formacion de tejido no organizado,
independientemente del tipo de explante y el medio de cultivo. Irawati y Webb (1983)
reportan diferencias en la capacidad de generacidn de callos en los seis cultivares que
estudiaron; Dottin (2000) considera que el efecto del regulador de crecimiento y la dosis

empleadas depende mucho del genotipo con que se trabaje.

El uso de la técnica del cultivo en medio fresco aumentd fa posibilidad en ambos genotipos

de producir callos a partir de peciolos, no asi en explantes de hojas.

Los callos producidos en ambos genotipos se caracterizaron por ser nodulares, consistentes
v de coloracion blanco amarillento {Anexo VII, esto coincide con Irawati y Webb (1983),
Yam et al. (1990) Yam et al. (1991) y Dottin (2000), este altimo considera estos tipos de
callos con estructuras embriogénicas. Sin embargo los callos inducidos en el genotipo
Masaya a partir de apices con el medio 3 mgl-! AlA, en ausencia de citocinina, presentaron
formacion de raices, plantas y brotes. Irawati y Webb (1983) consideran que esta vltima

clase de callos son organogénicos y no es necesario subcultivarlos para generar plantas.

Segun Nguyen vy Nguyen (1987), los callos obtenidos a partir del cultivo de meristemos al

ser transferidos a un medio libre de hormona presentan la posibilidad de generar plantas.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la induccién de callos a partir de  peciolos ¥
apices; el 2,4-D es la mejor auxina promotora de callos, datos que coinciden Ndoumou ef
al. (1995) al encontrar que el 70 % de los explantes sembrados en un medio que contenia
2,4-D produjeron callos, temiendo un efecto superior en comparacién a otras auxinas;
frawati y Webb (1983) al comparar el ANA y 2,4-D como inductor de callos, encontraron
que el 2,4-D fue el mejor impulsor a la formacion de callos. Dottin (2000) plantea que
algunos autores utilizan el 2,4-D en diferentes concentraciones para la formacion de callos,
esta respuesta variada entre los genotipos. hace necesario que se requiera desarrollar la

tecnelogia adecuada para cada especie a trabajar.

25



El 2,4-D es usado en altas concentraciones para la iniciacion de callos, debido a que
suprime la morfogénesis y dando por resultado la répida proliferacién de células no
diferenciadas, siendo también necesaria en menor concentracién para mantener su

crecimiento (Barba Alvarez 1994).

4.2 Resultados y discusion de el estudio de micropropagacién a partir de yemas

adventicias

Los genotipos se comportaron de manera distinta en cada fase de el estudio de
micropropagacion a partir de yemas adventicias , por esta causa los resultados se presentan

siguiendo el esquema de la micropropagacion.

4.2.1 Ynduccién de yemas adventicias
Ambos genotipos tienen la capacidad para producir yemas adventicias {Figura 4); en el
genotipo Blanco se observd la formacién de yemas adventicias en 7 de los 7 medios de

cultivo, a diferencia del Masaya, en 6 de los 7 medios estudiados,

Los medios de cultivo que contiecnen 6-BAP indujeron yemas adventicias en mayor
porcentaje en el genotipo Masaya (84.44 %) y (65.70 %) en el genotipo Blanco, que en los

medios en que se¢ usd la Kinetina como hormona inductora {Anexo Vy VII) .

El mejor medio de cultivo para la induccién de yemas adventicias en ambos genotipos fue
el medio suplementado con 6-BAP (3 mglL-1), produciendo en Masaya 92.85 % y Blanco

73.33 % de los explantes sembrados.

Los dos cultivares presentaron resultados similares a la induccién a yemas adventicias ante
el efecto del 6-BAP. En el medio MS + 10 mgL-! 6-BAP, las yemas adventicias producidas
fueron pequefias; sin embarge al disminuir la concentracion de 6-BAP (3 y 5 mgL-1) el

tamafio de las yemas adventicias obtenidas aumenta.



La Kinetina indujo mavor cantidad de plantas en un mayor ntmero de medios que el 6-
BAP, en ambos genotipos. Sin embargo el medio que generé plantas en ambos genotipos
fue 1 mgL-! de AIA en ausencia de citocinina. Unicamente el medio con 10 mgl-! de
Kinetina + 1 mgL-! de AIA indujo al necrosamiento de los explantes en ambos genotipos;

lo que indica que la Kinetina en esta concentracién es toxica para el cultivo,
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4.2.2 Generacién de plantas in vitro a partir de yemas adventicias

El medio que contenia 1.5 mgL-t de AIA y 0.5 mgl-! de 6-BAP, generd plantas en ambos

genotipos; el cultivar Masaya presenté mayor predisposicién genética a la formacién de

plantas, como se muestra en la siguiente Tabla.

Tabla 15. Porcentaje de plantas in vitro generadas a partir de
yemas adventicias utilizando el medioc (MS {1962)+ AIA

1.5 mgLh™® + 6-BAP 0.5 mgL™1)

Genotipo Medios Procedentes Planta Plantacon Y A Y A
Citocinina + AIA (1 mgL-h hijo grandes  pequefias
0 100 - - .
3 59.99 9.99 23.33 6.66
3  Kinetina 73.68 26.31 - -
10 63.33 9.99 - 26.66
Masaya Promedio 65.66 1543 777 1110
3 80 3.34 6.66 10
5 6-BAP 57.14 21.42 17.85 3.57
10 33.34 . 46.66 20
Promedio 56.82 8.25 23.72 11.19
Promedio total 66,78 10.15 13.5 9.55
0 100 - - -
3 79.16 4.16 - 16.66
5 Kinetina 84 4 12
10 3334 §.34 16.66 41.66
Blanco Promedio 63.5 3.5 8.55 19.44
3 4736 - 26.31 26.31
5 6-BAP 21.43 21.43 35.70 2142
10 84.37 6.25 312 6.25
Promedio 51.05 922 21.71 17.99
Promedio total 64.23 6.31 13.39 16.04

YA = Yemas adventicias

Las yemas adventicias obtenidas en medios que contenian Kinetina, generaron un mayor

nimero de plantas en ambos genotipos, en comparacion a los explantes que provenian de

medios con 6-BAP, la formacion de plantas fue menor al persistir el efecto de esta

citocining a inducir yemas adventicias.
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4.2.3 Discusién del estudio de micropropagacién a partir de yemas adventicias

Segin los resultados obtenidos, el genotipo Blanco presenta un mayor potencial para la
induccién de yemas adventicias, sin embargo el cultivar Masaya genéticamente tiene mayor

capacidad morfogenética al presentar més plantas.

En ambos estudios se observé que la Kinetina es la mejor citocinina para la produccién de
plantas y el 6-BAP para la induccion de yemas adventicias, resultados que concuerdan con
Ndoumou ef al. (1995) quienes realizaron un estudio comparativo del efecto del 6-BAP y
Kinetina en Xanthosoma sagittifolium, concluyendo que las dos citocininas son capaces de
generar plantas v yemas adventicias. La repuesta persisiente de ambas citocininas a los
ensayos expuestos, s¢ puede deber al uso, en el medio para produccién de plantas de la
misma hormona {6-BAP) utilizada en la induccién de yemas adventicias, o lo expresado
por Garcia y Acufia (2000) que existe un efecto remanente de los reguladores de

crecimiento en las células de los tejidos sometidos a condiciones de cultivo in vitro.
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V. Conclusiones

5.1 Induccion de callos

— Fue posible obtener callos a partir de explantes de épices, peciolos v meristemos,

excepto en los explantes de hojas

— Cuando se utilizan dpices como explantes hay mayor potencial para la formacién de

callos

— Existe mayor predisposicion del genotipo Blanco a la generacion de callos,

independientemente a la auxina inductora y tipo de explante

- Todos los callos obtenidos presentaron las siguientes caracteristicas: blanco

amarillento, nodulares y consistentes

~ El 2,4-D indujo la mayor produccién de callos en ambos genotipos v en los diferentes

tipo de explante

— El uso de medio fresco en secuencia aumenta la posibilidad de obtener callos a partir de

peciolos

5.2 Mieropropagacion a partir de yemas adventicias

~ Las yemas adventicias fueron inducidas en ambos genotipos, en mayor porcentaje en el

genotipo Blanco

— El 6-BAP indujo mayor formacion de yemas adventicias en ambos genotipos



Fue mayor la generacién de plantas a partir de yemas adventicias en el cultivar Masaya,

sugiriendo una repuesta dada por el genotipo

Se observo un efecto remanente de las citocininas que inducen a yemas adventicias, una

vez que los explantes fueron establecidos en medios para la generacion de plantas
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V1. Recomendaciones

— Considerando que en Nicaragua existen mdas de dos variedades de quequisque se
recomienda realizar investigaciones donde se estudien estos genotipos en condiciones

de cultivo propuesta en el presente trabajo

~ Desarrollar los estudios de micropropagacion con el objetivo de evaluar la variacion

somaclonal de las plantas in vitro en la fase de viveros y campo

~ Establecer estudios de embriogénesis y morfogénesis a partir de callos
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ANEXOS



ANEXO I

Tabla 16. Porcentaje de explantes de hojas verdes, amarillos vy
necrosados, cOmo resultado del efecto de las
combinaciones de ANA, 2,4-D y 2,4,5T (1, 3 vy 5 mgl™%)
con 6-BAP {0, 1 y 3 mgLl) en el cultivar Blanco de
gquegquisque (Xanthosoma sagittifolium (L.} Schott)

Genotipo Blanco

Medio de cultivo {mgL) Amarillo Verde Necrosado
Testigo 0:0 60 - - 40
120 84.61 - 15.39
1:1 72.72 - 27.28
1:3 66.66 - 33.34
2:0 71.43 - 28.57
ANA/ 5 3181 9.09 9.1
6-BAP  3:3 92.30 . 71
5:0 78.57 - 21.43
5:1 100 . )
5:3 100 - -
1:0 88.88 - 11.12
11 100 - -
1:3 90 . 10
3:0 90 . 10
24-D7 35, 160 . .
6-BAP  3:3 78.57 7.14 14.29
5:0 9231 - 7.69
5:1 100 . -
5:3 100 - .
1:0 100 . .
i-1 0 - -
| 103 100 - .
245-T/ 3:0 81.81 - 18.19
6-BAP ] 100 : :
03 100 - .
3:0 100 . .
5: 100 - .
5:3 90 10 .
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ANEXO II

Tabla 17.

Porcentaje de explantes de hojas verdes,

necrosadoes, como resultado del
combinaciones de ANA, 2,4-D y 2,4,5-T
con 6-~BAP 1 v 3 mgL™l

amarillos vy

efecto de las

{1,

3 v 5 mgL by

en €l cultivar Masavya de
_gqueguisque {Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott}

Medio de cultivo {mgLY)

(Genotipo Masaya

Amarillo

Verde

Necrosado

Testigo

ANA/
6-BAP

2,4-D/
6-BAP

2,4,5-T/
6-BAP

G

e LA

[ —

wa Lh

e

LS JAWERR VS R WE

Lod e €28 b e T Ud e O O

LI T % IR S )

L A BEVE R e R S

Lh L LA 0 ) L e e e
Tad e O Gk v D WD e O3

100
100
6.66
14.28
100
100
£3.33
100
46.66
42.85

150
5833
38.46

100

160

100
14.28

100

160
160
100
163
180
160
100
100
100

93.34
8572

16.67
53.34
57.15

41.67
61.54

160

8572
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ANEXO 1IN

Tabla 18. Efecto del cultivo de apices en el medic M3 {1962)
adicionade con AIA vy 2,4-D (1, 3 v 5 mglL'') en
combinacién con Kinetina {0, 1 y 3 mgi!) en la
induccidn de callos en dos cultivares de gueguisque
{Xanthosoma sagittifelium (L.} Schott)

Genotipo Medio de Brotes Raices Plantas Multiyemas Callos  Necrosado
cultivo (mgl. ') .
Testigo 0:0 - . 57.14 7.14 - 35.71
1:0 - 21.42 64.28 . . 14.28
i:1 - 13.33 40 20 - 26.66
13 - - - - - 100
AlA / 3:0 —{; 21.42 232.57 21.42 2142 7.14
S 301 i - 0 50 - 20
Kingtina 3.3 ) ) i ‘ . 100
] 5:0 3846 3333 - 3076 - 376
2 501 6.66 - 26.66 13.33 - 20
% 3:3 26.66 - - 40 - 33.33
2 1:0 - - - - - 160
1:1 8.33 - - - 25 66.66
1:3 - - - - - 100
3:0 - - - “ - 100
2_’4'{? / LS - - - - 20 80
Kinetina 3:3 - - - - . 100
5:0 . - - - . 100
5:1 16.66 - - - - 83.33
5:3 - - - - - 100
Genotipo Medig de Brotes Raices Plantas  Muitivemas  Callos  Necrosado
culfivo (mgL ")
Testigo 0:0 8.33 - 75 16.66 - -
10 - 30 60 10 - -
1.1 - 50 8.33 16.66 25 -
1:3 - 222 i1.11 66.66 - .
3:0 1428 337 21.42 7.14 21.42 -
Kj;;{gi:ia 3 - 28.57 - 28.57 28.87 14.28
3.3 - 28.57 - 28.57 - 42.85
o 5:0 - 40 - - 60 .
o 501 3333 33.33 - 2222 - 1.H
g 5:3 3571 . 7.14 1.14 - 50
o 1:0 - - 83.33 - - 3.33
/@ 1:1 8.33 - - - 33.33 50
1:3 16.66 - - - - 100
3:0 - - - - 85.71 14,28
?.’4“!?! 3:1 . - . . - 100
Kinetina 5 5 - - . . 1666 8333
5:0 - - - . 100
5:1 - - - 3333 8.33 58.33
5:3 - - - - 40 6l
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ANEXO IV

Tabla 19. Efecto del cultivo de peciclos en el medio MS

‘adicionade con AIA y 2,4-D

combinacion

con Xinetina
induccidén de callos en dos cultivares

{0,

{1,

3y 5 mgih)

y 3 mgl™)
de quegquisque

en

{1962}
en

la

(Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott)
Genotipo Medio de Brotes Raices  Plantas Callos  Necrosade  Verde
cultive {mgL")
Testigo 6:0 - - - - - 100
t:0 - - - - 17.2 §2.80
1:1 - - - - - 100
1:3 - - - - 37.0 63
AlA/ 3:0 - - - - 63.33 36.67
Kinetina 3:1 - - . - 91.40 8.60
3:3 - - - - 80.63 19.37
« 5:0 - - - - 100 -
2 5:1 . - - - - 100
2 5:3 . - . - 42,56 57.50
2 b - - - - 14 .30 85.20
1:1 - - - 1428 46,15 39.36.
13 - - - - 78 22
24D/ 3.0 . - - . 73.20 26.80
Kinetina 3:! - - - - 100 -
3:3 - - - - 100 -
5:0 - - - - 94.70 5.30
51 - - - - 80.81 1919
5:3 - - - - 83 ¥
Genotipo Medio de Brotes Raices  Plantas Callos  Necrosado  Verde
Cultivo {mgl.'} )
Testigo 0:0 - - - - . 100
1:0 “ - - - 16.66 83.33
11 - - - - - 100
1:3 - - - - 37.50 62.50
AlA/ 3:0 . - - . 66.66 33.30
Kinetina 3 - - - - 92.30 770
3:3 - - - - 92.30 7.30
5:0 - - - - 100 -
8 5:1 - - - - - 100
g 5:3 - - - - 42.85 57.14
oy 1:0 - - - - 14.28 85.71
Q bl - - - - 46.15 53.84
b:3 - - - - 80 20
3.6 - - - - 72732 27.27
é.’ 4 [} / 301 o - - - a9 -
metina 3, ) . . 100 )
3:6 - - - - 9230 7.70
31 - - - - 81.81 18.81
5:3 - - - 83,33 16.66
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ANEXOV

Tabla 20. Efecto del cultive de apices en el medio MS (1962}
adicionado con de Kinetina y 6-BAP (3, 5 y 10 mgL"!} en
combinacidén con AIA {1 mgL-!) en la induccién de yemas
adventicias en dos cultivares de quequisque {Xanthosoma
sagittifoliuwm (L.) Schott).

Genotipo  Medio de P pep S N OYAG YAP TYA
cultivo (mgL-1)
Testigo 0 71.42 - - - - 28.57  28.57
3 3571 14.28 - - 42 85 7.14 4999
° Kinetina 5 3076 769 7.69 - 23.07 3076 53.83
2 10 21.42 - 7.14 3571 - 3571 3571
= Promedio 2029 732 494 119 2197 24.53 4651
- 3 2666 - - - 5333 20 7333
6-BAP 3 20 666  6.66 - 49 20.66  66.66
10 1428 7.14 2142 - 21.42 35,71 57.13
Promedio 2009 46 936 - 38.25 2745 6370
Promedio total 3146 511 613 510 2381 2636  52.17
Genotipo Medio de P pcy  Sc N YAG YAP TYA
cultivo (mgL-h) |
Testigo 0 80  6.66 13.33 - - - -
3 20 20 2666 - 13.33 20 3333
- Kinetina 5 28.57 3571 2142 - . 14.28 1428
g 10 - 666 666 60 1333 1333 2666
< Promedio 16.19 2079 5474 20 8.88 15.87 2475
> I T 714 - L 8571 714 9285
6-BAP 5 7.69 769 1538 - 46.15 23.07 69.58
10 - 9.09 - - 27.27 63.63 9090
Promedio 2.5 797 512 - 53.04 31.28 8444
Promedio total 1946 1327 1192 857 2654 2020 468
P = planta

P ¢/h = planta con hijos

N = necrosados

Y A G = yemas adventicias grandes
Y A P = yemas adventicias pequefias
S ¢ = sin crecimiento

T Y A = total de yemas adventicias
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ANEXO V]

Tabla 21, Contenido quimico del medio béasice de cultive de
Murashige y Skoog (19262)

Sustancia Concentragion "Vol. de solucion madre /
(mgL"1) L. Medio basal
NHZNO; 8249
KNO; 94.99
20mi
Mg80, TH,0 18.49
KH,PO, 8.49
H;BO, | 6.2
MaSO, HyO 21.76
ZnS0, THYO 8.6
Na,MoO, 2H,0 0.25 1.0 mi
CuSO, SH,0 0.025
CoCl, 6H,0 0.025
K1 0.75 3.0 mi
CaCt, 2H,0 150 2.9ml
Na, EDTA 7.46
FeSO, TH,0 557 Sl
Tiamma HCI 0.1 16 mi
Mio-inositol 100 12.5 ml
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ANEXO VH

Figura 5. Uallos producidos a partir de dpices de
gquequisque

Frgura 6. Yemas adventicias producidas a parti

duapees de queguisaue

A
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