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RESUMEN

En e presente estudio se desarrollaron procedimientos para la micropropagacion de
guequisque, cultivar Masaya, en las fases de establecimiento, multiplicacion,
enraizamiento y aclimatizacion; ademas, se realizaron experimentos para evaluar la
respuesta a la técnica de recipientes de inmersion temporal automatizada (RITA) vy €
efecto que tiene e nuimero de explante por frasco en cuanto al coeficiente de
multiplicacion para mejorar la eficiencia con el empleo de nuevos métodos de
propagacion masiva, también se estudié la embriogénesis somética. En los diferentes
experimentos se utiliz6 como medio de cultivo las sales y vitaminas de Murashige y
Skoog (MS, 1962), y se definieron las concentraciones hormonales de auxinas y de
citoquininas de acuerdo a la correspondiente fase de estudio. En la fase de
establecimiento, a partir de explantes de yemas terminales e medio suplementado con
1mg/l de AIA y 2 mg/l de BAP favorecié ala mayor formacion de plantas y con yemas
axilares fue con € medio 1 mg/l de AIA y 1 mg/l d BAP. En la fase de multiplicacion,
con plantas formadas de yemas terminales, en el primer subcultivo, la mayor brotacion
se presentd en los medios que contenian 0.0 y 0.25 mg/l de AIA con 1 mg/l de BAP,
mientras en el segundo y tercer subcultivo se dio con 0.50 mg/I de AIA con 2y 3 mgl/l
de BAP; utilizando yemas axilares, en & primero y segundo subcultivo la mayor
brotacion se dio con 1y 3 mg/l de BAP sin AlA, para €l tercer subcultivo fue con 0.25
mg/l de AIA y 2 mg/l de BAP. En lafase de enraizamiento, utilizando las dos fuentes de
explantes el mayor porcentaje de emision de raices se dio en el medio de consistencia
liquido con sales a 50%. La aclimatizacion en plantas previamente enraizadas en un
medio sdlido al 100% de las sales la sobrevivencia fue del 100% para yemas terminales
y del 96% para yemas axilares. En el nUmero de explantes por frasco, la mayor brotacion
se presentd con cuatro explantes por contenedor para ambas fuente de tgjidos. El sistema
RITA, con plantas de yemas terminales indujo la mayor brotacién con 3 inmersiones por
dia durante 7 minutos; no obstante con yemas axilares se present6 con 2 inmersiones. En
embriogénesis indirecta la relacion mayor porcentaje de formacion de callos y menor
formacion de plantas fue en el medio constituido por las sales MS al 100% y 3 mg/l de
2,4-D. En la fase de multiplicacion de calos, € porcentge de crecimiento se dio con
10% de agua de coco y 0.4 mg/l de kinetina. El mayor porcentaje de embriones
globulares formados fue en e medio con 30 mg/l de AIA. El mayor promedio de
embriones globulares maduros se logré en el medio que se le agreg6 0.1 mg/l de AIA 'y
BAP. La germinacion de embriones globulares fue mayor en el medio con 0.3 mg/l de
BAP. En e enraizamiento y la aclimatizacion de plantas |os resultados obtenidos fueron
muy similares a los de organogénesis directa, con alta sobrevivencia (90%) y no hubo la
presencia de plantas con variacion genética.
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. INTRODUCCION

El quequisque (Xanthosoma spp.) es un cultivo originario de América, y es cultivado en
areas tropicales y subtropicales por ser un cultivo de gran importancia para millones de

personas anivel mundia (Onweme & Charles, 1994).

El quequisque pertenece a la familia de las Araceas, a género Xanthosoma conformado
por 45 especies muy dificiles de diferenciar, de las cuales las méas importantes son

X. sagittifolium, X. atraviens, X. violaciumy X. lindennii (LOpez et al., 1995).

El cultivo de quequisque presenta varias cualidades que le han conferido un ato grado
de importancia econdmica: alto potencia de rendimiento, alto poder de conservacion en
condiciones naturales, tamafio de los granulos de almidon extremadamente pequefios
gue permite facilitar de coccion y alta digestibilidad, esto o hace un producto de altas

demanda en el mercado nacional e internacional (Blanco, 1992).

Como otros cultivos de raices y tubérculos, e quequisque presenta una fuente muy
importante en carbohidratos, grasas, vitaminas y aminoécidos Utiles para la nutricion
humanay alimento animal (Nyochembeng y Garton, 1998).

En América los principales paises productores son: Republica Dominicana, Venezuela,
Costa Rica e Idas del Caribe; ademés es cultivado en ciertos paises Africanos. En
Nicaragua se localiza principalmente en zonas himedas como la Region Autonoma del
Atlantico Sur, Nueva Guinea, El Ramay Rio San Juan. También se cultiva en e norte
del pais en sitios como Wasladay Rio Blanco, y en e Pacifico en los departamentos de
Masaya, Granada, Carazo, Rivas, Ledn y Chinandega, siendo Masaya € principal
abastecedor.

La reproduccion del quequisque se redliza a través de su cormo, semilla asexual o

vegetativa (LOpez et al., 1995), esto garantiza una poblacion con caracteristicas



fenotipicas muy uniformes, por 1o que se ha de esperar un buen rendimiento en un
cultivar generado de una buena planta madre.

Segun Rojas (1998), este sistema de reproduccion favorece a la diseminacion
generalizada de enfermedades fungosas y virales. En los Ultimos afios las éreas de
siembra han sido reducidas drasticamente debido a dafio que provocan en los cormos y
cormelos el hongo (Phytium myriotylum) y en €l follgje el virus conocido como Dasheen
Mosaic Virus (DMV) en los diferentes genotipos de quequisque (INTA, 2000). Aunque
segun Zettler et al., (1989), é DMV no es leta, pero retarda € crecimiento y el
rendimiento del cormo (Hartman, 1994; Monge, et al., 1987).

Esta problemética plantea la necesidad de aplicar técnicas que fomenten este cultivo y
permitan al agricultor obtener cosechas rentables, producto del empleo de semillas sanas

y vigorosas.

La micropropagacion ha favorecido la obtencion de semilla de quequisque de mayor
calidad gracias a que se garantiza €l saneamiento de plagas y enfermedades de origen
bacteriano y fungosas; ademas del gran volumen de plantas que se pueden producir en
un corto periodo y en areas reducidas (Ramirez, 1985). Sin embargo, la
micropropagacion se ve limitada por el tiempo necesario para la obtencion de plantas

sanas (Gomez, 1988).

En e presente estudio se desarrollaron procedimientos para la micropropagacion de
quequisque, cultivar Masaya, en las fases de establecimiento, multiplicacion,
enraizamiento y aclimatizacion; ademés, se realizaron experimentos para evaluar la
respuesta a la técnica de recipientes de inmersion temporal automatizada (RITA) vy €l
efecto que tiene e numero de explantes por frasco en cuanto al coeficiente de
multiplicacion para mejorar la eficiencia con € empleo de nuevos métodos de
propagacion masiva, también se estudio la embriogénesis somética. Por lo que se

definieron los siguientes objetivos:



Objetivos:

Objetivo general

Estudiar las fases de organogénesis directa 'y de embriogénesis indirecta a partir de dos
fuente de explantes en quequisque (Xanthosoma spp. (L.) Schott) cultivar Masaya.

Obj etivos especificos

1. Definir los mejores medios de cultivo en organogénesis directa en las fases de

establecimiento, multiplicacion, enraizamiento y su posterior aclimatizacion en el

sombreadero, con €l cultivar Masaya.

2. Determinar € efecto del nimero de explantes por frasco en la tasa de multiplicacion.

3. Estudiar larespuesta del cultivar Masaya ala técnica de inmersion temporal.

4. Aplicar el proceso embriogénesisindirectaen e cultivar Masaya.



I1.REVISION DE LITERATURA

La micropropagacion es e proceso que permite la obtencion de plantas in vitro a partir
de un fragmento de una planta madre en condiciones de asepsia. Segun Orellana (1998),

este proceso incluye varias fases:

Fase O: Preparacion de la planta madre.

Fase 1. Establecimiento del cultivo en condiciones de asepsia.
Fase 2: Multiplicacion de brotes.

Fase 3: Enraizamiento.

Fase 4: Aclimatizacion.

Segin Deberh y Maene (1981), citado por Orellana (1998), la fase 0 es una etapa
importante o indispensable en la micropropagacion, ya que en esta fase se selecciona la
planta donadora de los explantes y se determinan todas las condiciones, para el posterior
establecimiento de los mismos. El proposito principal de lafase 1 es lograr un cultivo
aséptico y viable, incluye la seleccién del explante adecuado y su desinfeccion, asi como
su sobrevivencia. La fase 2 involucra un nimero determinado de subcultivos, con € fin
de incrementar el nimero de brotes por plantas, que daran lugar a la formacién de una
nueva planta. La fase 3 es necesaria para € enraizamiento individual de los brotes, €l
incremento de su resistencia a estrés hidrico y enfermedades, para el establecimiento de
las reservas de alimentos necesarios en el periodo de transicion y para el desarrollo de la
capacidad autotrofica. Segun Novak (1980), la fase 4 es de gran importancia, ya que en
ella se redliza €l trasplante de las plantulas a suelo y su posterior adaptacion al medio
ambiente. Esta fase permite que las plantas desarrollen un sistema radical bien
desarrollado y una alta humedad necesaria para su proteccién lo que evita su desecacion
en los dias posteriores a trasplante a suelo, logrando asi un alto indice de

sobrevivencia

Segun Altamirano & Acufa (2000), las técnicas de cultivo in vitro permiten €

reemplazo del proceso sexual y la propagacion vegetativa no aséptica. Ademés, son una



aternativa que permite mejorar no solo la calidad genética, fisioldgica y fitosanitaria de
un gran numero de especies vegetales, sino también son fundamentales en € proceso de
transformacion genética de plantas ya sea mediante las rutas organogénicas o

embriogeénicas que son |os principales métodos de regeneracion in vitro de plantas.

En quequisque, Nyochembeng y Garton (1998) y Gupta (1985), atribuyen la
regeneracion de planta de quequisque a partir de callos 0 procesos organogenicos,
mientras que Dottin (2000), considera que es debido a procesos de embriogénesis

somética.

La organogeénesis es el proceso por e que células y tejidos son forzados a sufrir una
serie de cambios que tiene como resultado final una estructura unipolar, ya sea un
primordio de brote o de raiz cuyo sistema vascular esta a menudo conectado con el
tejido madre (Pliego & Barcel6, 2001), mientras que la embriogénesis somética es la
formacion de un embrion a partir de una célula, sin la necesidad de la fusién de gametos.
L os embriones somaticos son estructuras bipolares con un ge radical-apical y no poseen
conexion vascular con € tgido materno. Estas estructuras bipolares son capaces de
crecer y formar plantas normales (Tisserat et al; 1979).

2.1 Organogénesis

Litz y Jarrete (1991), clasifican la organogénesis en directa e indirecta, es directa cuando
los brotes se forman del explante y es indirecta cuando se forman a partir de callos.
Jiménez (1998), afirma que la organogénesis puede hacerse por dos vias: la formacién
de yemas axilares y yemas adventicias.

Orellana (1998), afirma que con la micropropagacion via organogénesis utilizando
yemas axilares se ha demostrado en muchas especies como € método mas confiable

paralograr un proceso repetible sin ateraciones genéticasy libres de contaminantes

Thorpe (1980), menciona gue € proceso de organogénesis comprende la diferenciacion

e interaccion celular y lareaccion a sefiales especificas.



Murashige (1974), recomienda tomar en cuenta diferentes factores entre ellos la
procedencia del explante, edad fisiolégica y tamafio del explante para poder aplicar la

organogénesi s de una manera exitosa.

Skoog y Miller (1957), descubrieron que el desarrollo organizado ocurre como resultado
de la interaccion cuantitativa entre auxinas-citoquininas y otros factores. Se ha
demostrado en muchos cultivos la importancia que juegan los reguladores de
crecimiento en la iniciacion y la regulacion del desarrollo organizado. Por tanto un
balance apropiado entre auxinasy citoquinina en el medio de cultivo es necesario parala
formacion de plantas a partir de meristemos, apices y yemas. Este balance esta
determinado por las concentraciones enddgenas de auxinas y citoguinina presentes en €l

explantes, las cuales depende de la especie y tipo de explantes.

Diferentes autores reportados por Caldera y Lépez (2002), afirman que a mayor
densidad de siembra de los explantes en los frascos, produce mayor cantidad de brotesy

raices, debido posiblemente a que los explantes difunden auxinasy citoquininas.

Dottin (2000), reporta que Redway (1996), logré la proliferacion axilar en quequisque
con €l empleo del medio MS 'y 20% de agua de coco. Mientras Thorpe (1991), lo logré
cuando utilizé un medio MS, suplementado con 3.0 y 5.0 mg/lI .de BAP como regulador

de crecimiento.

Las técnicas de micropropagacion a partir de meristemos o de &pices caulinares
demandan mucho trabajo y requieren de grandes espacios en € laboratorio, ademas €l
costo de produccién de las plantas es muy alto, imposibilitando su adquisicion a los
productores. Para resolver estas limitantes, se han adaptado varios tipos de biorreactores

parala micropropagacion de plantas.

Teisson y Alvard (1994), describieron un sistema de propagacion a gran escala

denominada Recipientes de Inmersion Temporal Automatizada (RITA) este sistema ha



sido probado con éxito en embriogénesis y organogénesis para propagacion en diferentes
especies como banano, café, caucho y cafia de azlcar.

L as ventajas de | os sistemas de inmersion sobre la micropropagacion tradicional parecen
ser €l resultado de las condiciones fisicas creadas en el recipiente de cultivo como son:
aporte més eficiente de |os elementos nutritivos, minimainterrupcion del intercambio de
gases entre e explante o embrion y la atmoésfera, no hay acumulacion excesiva de gases
nocivos para los tejidos y la dispersion de los tejidos por efecto del flujo de aire en
recipiente. (Pérez et al; 1998).

2.2 Embriogénesis somatica

L os embriones somaticos son estructuras bipolares, que tienen un ge radial, aislados por
un tejido epidérmico y no poseen conexion vascular con e tgjido materno. De acuerdo
con Lindsey y Jones (1992), los embriones somaticos pueden desarrollarse y germinar
de modo analogo ala germinacién de los embriones cigéticos, a partir de células, tejidos

u rganos.

Similar a la organogénesis, la embriogénesis soméatica muchos autores la clasifican en
directa e indirecta. La embriogénesis somética es directa cuando € desarrollo de los
embriones se produce a partir de células somaticas del explante original, puede utilizarse
para la micropropagacion de un nimero limitado de especies, y es indirecta cuando €l
desarrollo del embrion es a partir de callo o suspensiones celulares. Los embriones
somaticos se pueden obtener de varias fuentes de tejidos tales como: hojas jovenes,
hojas inmaduras, inflorescencias, peciolos, etc. (Gémez, 1998).

GoOmez (1998), sefida que Fujimura y Komamine (1980), describen cuatro fases de

detalles morfoldgicos en la embriogénesis somética de zanahoria, fases 0,1 ,2 ,3. En la

fase 0 la célula aidada por continuas divisiones forma los agregados celulares

embriogénicos, con la presencia de auxina en € medio de cultivo. En la fase 1, es

inducida por la transferencia de los agregados celulares a un medio libre de auxinas, es

una fase relativamente lenta y aparentemente sin diferenciacion en los 3 primeros dias.
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Lafase 2, ocurre una division celular rapida alos 4 dias del cultivo, en ciertas partes del
agregado celular, dando lugar alaformacién del embridn en estado globular. En lafase

3, se produce € continuo desarrollo del embrion a estado corazén y torpedo.

Pliego y Barceld (2001), describen 2 fases en € proceso de embriogénesis somética, en
la fase 1 tiene lugar cuando en presencia de auxina, se forman masas de células
proembridnicas a partir de células competentes presentes en el explante; en lafase 2 se
hace la transferencia de los explantes a medios sin auxinas, hay una aceleracion del
crecimiento, debida a la division activa de los agregados gque contienen células con

citoplasma muy denso.

En el caso de las especies monocotiledoneas se reconocen Unicamente lasfases0, 1y 2,
porque no se diferencian los estados corazon y torpedo, sino que € embrién globular
sufre un proceso de transicién, que se prolonga hasta llegar a formar el embrién maduro.
Las auxinas son consideradas como €l factor mas fuerte asociado con la continua
proliferacion de células embriogénicas; sin embargo, parece ser que la auxina esta
relacionada a la reduccion de la concentracién de nitrégeno, existiendo entre ellos una
aparente interaccion. (Villalobos et al., 1991).

Muchos autores, mencionados por Gomez (1998), establecen una fuerte correlacion
entre € estado de desarrollo del explante inicial y la concentracion de 2,4-D en €
proceso de desdiferenciacion y de diferenciacién in vitro.

La generacion de plantulas a partir de células, tanto por embriogénesis somaética directa
como indirecta, es una oportunidad para obtener atos niveles de fidelidad genética,
porque permite seleccionar las deseables desde muy temprano, en caso de que haya una

respuesta bastante uniforme (Krikorian, 1991).

Merkle et al; (1966), destacan que la aplicacion de la embriogéneis somética en la
propagacion masiva y en la transferencia de genes, es la habilidad de los cultivos

embriogénicos de muchas especies de plantas a multiplicarse indefinidamente.



I11. MATERIALESY METODOS

El presente estudio se realizo entre los meses comprendidos de junio de 2004 a mayo de
2005, en €l laboratorio de Cultivos de Tejidos Vegetades del Programa Recursos
Genéticos Nicaragliense (REGEN) de la Universidad Nacional Agraria, ubicada en €
km. 12 % carretera norte, Managua. Geograficamente se ubica a 12°08" latitud norte y

86°10° longitud oeste con una altitud de 56 msnm.

3.1 Organogénesis directa

Se estudio € proceso de organogénesis directa en quequisgue morado, cultivar Masaya
con apices extraidos del cormo de plantas madres en estado adulto o yema terminal y
apices extraidos de plantas en estado juvenil (yema axilar o de rebrote) en las fases de
establecimiento, multiplicacion, enraizamiento y aclimatizacion. En los diferentes
experimentos se utiliz6 como medio de cultivo las sales y vitaminas de Murashige y
Skoog (MS, 1962) (Anexo 2) y se definieron las concentraciones hormonales de auxinas

y de citoquininas de acuerdo ala correspondiente fase de estudio.

3.1.1 Esterilizacion de materialesy equipo

Los materiales y equipos utilizados se detallan en anexo 1.

Previo a establecimiento de los diferentes experimentos se redizd e lavado y
esterilizacion de la cristaleria 'y de instrumentos necesarios para la manipulacion de los
tgidos. Los tubos de ensayo se introdujeron en cloro a 2 % durante dos horas,
posteriormente se lavaron con detergente y enjuagados con abundante agua, ademés los
contenedores RITA después de ser lavados y enjuagados fueron esterilizados en €l
autoclave a una presion de 1 atmosfera 'y temperatura de 121 °C. De igual manera los
medios de cultivos utilizados en cada fase, una vez preparado y distribuido en los
contenedores correspondientes, fueron esterilizados en e autoclave a la misma
temperatura y presion. Los instrumentos se esterilizaron en horno a temperatura de 170
°C durante una hora. El interior de la camara de flujo laminar se limpi6 con acohol al
70%, y previo ala siembra de los explantes se esterilizd con luz ultravioleta durante 30

9



minutos. Este procedimiento se realizd para garantizar la €iminacion de

microorgani Smos contaminantes en los materiales y equipos.

3.1.2 Fase de establecimiento

3.1.2.1 Extraccion de apices

Se seleccionaron yemas apicales (terminales) y yemas axilares de cormos de
guequisque, a como se muestra en la figura 1. Las yemas apicales se extrgeron y se
redujeron con cuchillo a un tamafio de aproximadamente 2 cm de largo y 1 cm de ancho,
una vez extraidos los explantes se procedio a lavar los tejidos con agua y detergente
durante 30 minutos, posteriormente se desinfectaron con hipoclorito de sodio a 5 %
durante 10 minutos, y para eliminar los residuos de cloro se efectian tres enjuagues

continuos con agua destilada estéril.

Yema apical

Yema axilar

Figura 1. Cormo madre con yema apical y yemas axilares

Las yemas axilares se indujeron a brotacion, para ello se sembraron en canteros
conteniendo sustrato de arena como se muestra en la figura 1 manteniéndose con ato
nivel de humedad; una vez brotadas y habiendo obtenido una altura promedio de 20-25
cm, 45 dias después se extrajeron las yemas apicales con un tamafio de 2 cm de largo y
1 cm de ancho, se procedié con el mismo proceso de limpieza y desinfeccion efectuado
alas yemas apicales de plantas adultas. Los dos tipos de materiales sel eccionados fueron
llevados a la camara de flujo laminar en el cuarto de transferencia; una vez en la camara

de flujo laminar se realiz6 una segunda desinfeccion con hipoclorito de sodio a 2 %
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durante 5 minutos, los residuos se eliminaron con el mismo procedimiento de la primera
desinfeccidn, ali mismo los apices extraidos fueron puesto en placas petri y con la
ayuda de escalpelos y pinzas se redujo a un tamafio aun mas pequefio, aproximadamente
0.5 cm de dto y 0.5 cm de ancho, para luego ser sembradas individualmente con todas
las condiciones asépticas en los correspondientes contenedores. Los tegjidos se
establecieron en tubos de ensayo de 150 x 25 mm conteniendo 10 ml de medio de
cultivo semi-solido a como se muestra en la figura 2. Finalizada la siembra de los
explantes, se sellaron los tubos de ensayo con cinta plastica transparente. Posteriormente
los tejidos fueron trasladados a cuarto de crecimiento bajo condiciones ambientales
controladas de temperaturade 27 +/- 1 °C, intensidad de luz de 2000 lux, 16 horasluz 'y

8 horas de oscuridad.

Figura 2. Tamarfio de tejido utilizado en fase de establecimiento.

3.1.2.2 Medios de cultivo

En las diferentes fases del estudio de organogénesis |os medios de cultivos se prepararon

de acuerdo alos protocol os descritos para el cultivo de quequisque (Anexo 2).

Los medios utilizados para esta fase se muestran en la tabla 1. Una vez preparadas las
diferentes variantes de medios de cultivos, se adicion0 el gelificante Phytagel (Sigma) a
razon de 3 g/l. Se gjusté & pH a 5.8 con NaOH 1IN 6 HCI 1IN vy se distribuyeron 10 ml
de medio de cultivo por tubo de ensayo cuyas dimensiones son de 2.5 x 15 cm.
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Tabla 1. Medios de cultivo utilizados en |a fase de establecimiento.

Medio de cultivo Regulador es de crecimiento
MS (1962) AIA (mg/l) BAP ( mg/l)
0.0 0
0.5
1.0
0.0
0.5
1.0
0.0

0.5
1.0

AlA: Acido indolacético BAP: 6-Bencilaminopurina

=
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3.1.2.3 Disefio experimental y andlisis estadistico

En el estudio de establecimiento se utilizd un disefio estadistico unifactorial de Bloques
Completos a Azar (BCA) con 5 repeticiones (tubos de ensayo 2.5 x 15 cm) conformado
cada unidad experimental por 20 explantes, tanto para plantas obtenidas de yemas
apicales como de rebrotes. Para el procesamiento estadistico inicialmente se realizo un
andlisis de varianza (ANDEVA) y después la prueba de rangos multiples de Duncan -
Waler (8 = 0.05) para determinar diferencias significativas entre los tratamientos.
Unicamente para la variable longitud de brotes evaluada a los 60 dias, se reaizo la
prueba no paramétrica de Chi — cuadrado (7). Para e andlisis de los diferentes

experimentos se utilizé e paquete estadistico SAS (version 8.0).

3.2.2.4Variables evaluadas

A los 30y 45 dias se evaluaron las variables:
» Porcentaje de contaminacion

» Porcentaje de supervivencia (en crecimiento, sin crecimiento, color marrén)

A los 60 dias se evaluaron los siguientes parametros:
Porcentaje de supervivencia (en crecimiento, sin crecimiento, color marrén)

Longitud de las plantas formadas (mm)
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NUmero de hojas
Alturade brotes axilares: escalal (1- 3 mm) 2 (4- 6 mm) 3 (> 6 mm).

NUmero brotes axilares

3.1.3 Fase de multiplicacion

3.1.3.1 Selecciéon del medio de cultivo

Para definir el megjor medio de cultivo en lafase de multiplicacion utilizando tejido tanto
de yemas apicales como de rebrotes, se estudiaron 12 variantes de medios de cultivo
durante 3 subcultivos sucesivos. Ver tabla 2.

Tabla 2. Concentraciones &cido indolacético (AIA) y de bencilaminopurina (BAP) en fase de
multiplicacion.

Medio de cultivo Regulador es de crecimiento
M S (1962) AIA (mg/l) BAP (mg/l)

0.0 0
0.25
0.50

0.00
0.25
0.50

0.0
0.25
0.50

0.0
0.25
0.50

e
REBlooNooirwNek
WWwWNNNRF P Roo

Para €l estudio se tomaron 20 plantas formadas en la fase de establecimiento y se les
eliminaron hojas, brotes axilares y raices, reduciendo los explantes a un tamafio
aproximado de 1 cm, seguidamente en la cAmara de crecimiento éstos se inocularon en
frascos de 250 ml gque contenian 25 ml de medio de cultivo semi-sblido (Figura 3).
Finalizada la siembra de los explantes, los frascos se sellaron con cinta parafinada y
después fueron llevados al cuarto de crecimiento teniendo las mismas condiciones de
temperaturay de intensidad de luz que la fase de establecimiento.
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Figura 3. Frascos utilizados en fase de multiplicacion.
3.1.3.2 Diseflo experimental y analisis estadistico

Los ensayos se organizaron en un disefio estadistico de bloque completo a azar (BCA)
cada tratamiento conformado por 5 repeticiones (5 frascos con capacidad de 250 ml). En
cada contenedor se colocaron 4 explantes, constituyéndose unidades experimentales de
20 plantas por variante de medio de cultivo. Para e andlisis estadistico primero se
realizd una prueba de varianza de clasificacion doble (ANDEVA) y para determinar las
diferencias estadisticas se realiz6 la prueba de rangos multiples de Duncan y Waller (8
=0.05). Unicamente para el nimero de raices, se realizo la prueba no paramétrica de Chi
- cuadrado (7).

3.1.3.3 Variables evaluadas

A las 4 semanas se evaluaron las siguientes variables:
a
b
C

Numero de brotes producido por explante

Longitud de explante y de brotes

Numero de hojas

d- NUmero deraices por planta

3.1.4 Fase de enr aizamiento

En esta fase es necesario que las plantas proximas a ser adaptadas a las condiciones

ambientales, tengan suficientes raices que las preparen a las nuevas condiciones, donde
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adiferencia del medio de cultivo, las plantas tienen que absorber el aguay los nutrientes
del sustrato.

3.1.4.1 Medios de cultivo

Con plantas formadas de las dos fuentes de material vegetativo del cultivar, se procedio
aevauar € efecto en la produccién de raices de 3 medios en consistencia semi-soliday

liquida. En latabla 3 se presentan los medios correspondientes.

Tabla 3. Concentraciones de salesy de &cido indolacético (AlA) en la fase de enraizamiento.

Regulador es de crecimiento

M edios cultivo
SalesM S (1962) (%) AlA (mg/l)

1  Nguyen Thi & Nguyen Van (1987) 100 0.0
2  Garcia, M. et al., (1999). 50 0.0
3  Dottin, M. et al., (1999) 100 1

3.1.4.2 Disefio experimental y andlisis estadistico

Para el estudio de |afase de enraizamiento se utilizo un disefio estadistico bifactorial en
BCA. El andlisis estadistico empleado es el mismo utilizado en la fase de multiplicacion.
A las cuatro semanas se evaluaron las siguientes variables:

a- Numero de hojas

b- Longitud de planta

c- Numero de raices por planta

3.1.5 Fase de aclimatizacion

Esta fase es la mas importante para la micropropagacion, ya que tiene como objetivo
lograr la adaptacion de las plantas, previamente enraizadas, a medio ambiente externo.
Parala respuesta a la aclimatizacion del cultivar se tomaron plantas formadas en los tres
tipos de medios de cultivos y dos consistencias de los mismos en la fase de

enraizamiento.

15



La aclimatacion de estas plantas se realizd en un sombreadero cubierto con malla
plastica (sardn) que reduce la intensidad luminosa al 60%. Las plantas se sembraron en
bolsas de polietileno con dimensiones de 4" x 8" en sustrato organico humus de lombriz.
Para garantizar una humedad relativa del 80 %, se les suministré riego por micro

nebulizadores durante 10 minutos 2 veces a dia.

3.1.5.1 Variables evaluadasy andlisis estadistico

Se utilizé un disefio bifactorial BCA. Cada tratamiento conformado por 20 plantas. El
andlisis estadistico fue similar al empleado en la fase de multiplicacion. Evaluandose a
los 45 dias de haber sido establecida, las siguientes variables:

a- Sobrevivencia

b- Numero de hojas

c- Longitud de planta

d- Diametro de pseudotallo

3.1.6 Efecto del niumer o de explantes por contenedor

Se estudio € efecto en la brotacion axilar que produce € nimero de explantes por
contenedor (utilizando 4, 5y 6 explantes por contenedor). Se seleccionaron las variantes
de medio de cultivo de acuerdo a los mejores resultados obtenidos en el experimento
3.1.3.1 de la fase de multiplicacion que fue de 1 mg/l de AIA y 2 mg/l de BAP. El
disefio, €l andlisis estadistico y las variables a evaluar fueron similares a la seccion
3.1.3.2y 3.1.3.3 delamismafase.

3.1.7 Inmersion temporal

En e estudio de inmersion temporal se empled la metodol ogia desarrollada por Escalona
et al; (1999) reportada por Dottin (2000). Se utilizaron contenedores conocidos como
Recipientes de Inmersion Temporal Automatica (RITA) con capacidad de 500 ml,
fabricados por la empresa Nalgene. (Figura 4). El sistema consiste en un recipiente
plastico que contiene en su interior una pieza dividida en dos compartimentos. En €l

fondo de la camara superior se colocaron los explantes sobre una malla paraimpedir que
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los callos, embriones o tejidos pasen al aparte inferior y en la cAmara inferior se deposita
el medio de cultivo. Este sistema ademas, cuenta con dos filtros hidréfobos de 0.2um
reutilizables. uno central (entrada de aire) y uno lateral (salida de aire). El filtro central
se conecta a sistema de aireacion (bomba) a una presion de salida de 0.2 bar para que
impulse e medio de la cdmara inferior a la superior durante un periodo corto (periodo
de inmersién). Este bafio temporal que recibieron los explantes se controla por un reloj
temporizador (automatizacion) que permite la abertura de un electro-vavula que
controla el sistema. Para € estudio se tomaron plantas formadas de yemas apicales y
axilares en la fase de multiplicacion y se les eliminaron hojas, brotes axilares y raices,
reduciendo los explantes a un tamafio aproximado de 1 cm. Se empled € medio de
cultivo constituido por las salesy vitaminas MS (1962) con 2 mg/l de BAP gustandose
el pH a5.8. Se adicionaron 200 ml de medio liquido por contenedor y se colocaron en
estantes con fotoperiodos de 16 horas luz, 8 horas de oscuridad a una temperatura de 27
+ 1° Cy dos frecuencias de inmersiones diarias. dos inmersiones por dia de 7 minutos

cada 12 horasy tres inmersiones diarias de 7 minutos cada 8 horas.

Figura 4. Contenedor de inmersién temporal (RITA).

3.1.7.1 Diseflo experimental y andlisis estadistico

Se utilizaron tres Ritas por tratamiento conteniendo cada uno 10 explantes por cada
fuente de tgjidos. El disefio y andlisis estadistico fue similar al empleado en la fase de

multiplicacion.
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3.1.7.2 Variables evaluadas

A lastres semanas se evaluaron las siguientes variables:

a

NuUmero de brotes producido por explante
b- Longitud de explantesy de brotes
C

NUmero de hojas

d- NuUmero deraices por planta

3.2 Embriogénesisindirecta

El material vegetativo que se utilizd en la embriogénesis indirecta fue tomada de plantas
ya establecidas in vitro provenientes del proceso de organogénesis directa. Se llevaron a
cabo las fases de iniciacion o induccion de callos, multiplicacion de callos, formacion
de embriones somaticos, maduracion de embriones sométicos y germinacion de
embriones somaticos, como también su posterior enraizamiento y aclimatizacion. En los
diferentes experimentos se definieron las concentraciones hormonales de acuerdo a la
correspondiente fase de estudio. Se utiliz6 como medio de cultivo base las sales y
vitaminas de Murashigey Skoog (MS, 1962).

3.2.1 Fasedeinduccion de callos

Para la induccion de calos se tomaron plantas in vitro procedentes de la fase de
multiplicacion para facilitar la manipulacion y observacion se hizo uso de estereoscopio
con un lente objetivo de 10x, y se extrajeron apices meristematicos de aproximadamente
1.5 mm de tamafio (Figura 5) y se sembraron en medios de cultivo de consistencia solida
en frascos de 200 ml de capacidad, en nimero de 4 4pices por contenedor y cinco
contenedores conteniendo 20 apices por variante de medio de cultivo. EI pH de los
medios se fijo en 5.8. Una vez establecidos en las diferentes variantes de medios de
cultivo se trasladaron al cuarto de crecimiento a condiciones de 16 horasluz y 8 horas de

oscuridad, atemperaturas de 27 +/- 1°C.
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Figura 5. Apice meristemético, escalade 1 mm.

Para la fase de induccion de callo se utilizaron dos sustancias reguladoras del
crecimiento: auxinas el acido 2,4- diclorofenoxiacético (2- 4, D) en concentraciones de
1.0, 2.0y 3.0 mg/l y acido indolbutirico (IBA) citoquinina, 6-bencilaminopurina (BAP).
En latabla 4 se detallan | as variantes utilizadas.

Tabla 4. Variantes de medios de cultivos utilizados en |a fase de induccién de call os.

Variante de medio Regulador es de crecimiento
decultivo
SalesMS 2,4-D BAP IBA

M S (1962) 1962 (%) (mg /1) (mg/l) (mg/l)
1 50 1 0 0
2 50 2 0 0
3 50 3 0 0
4 50 0.0 0.2 2
5 100 1 0 0
6 100 2 0 0
7 100 3 0 0
8 100 0.0 0.2 2

3.2.1.1 Variables evaluadasy analisis estadistico

A las cuatro semanas se evaluaron las siguientes variables: formacion de planta, nimero
de callo con raices y formacién de callos friables y acuosos. Para la determinacion del
mejor tratamiento, en las variables formacion de callos, formacion de plantas y explantes

con raices, se obtuvieron porcentgjesy el error estandar.
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3.2.2 Fase de multiplicacion de callos

Se procedié a la multiplicacion de callos después de permanecer en fase de induccion
por 60 dias, se transfirieron a variantes de medios de cultivo basados a los resultados
obtenidos por Dottin (2000) y Gupta (1985). Ver tabla 5. En frascos de 200 ml de
capacidad conteniendo medios de cultivo de consistencia solida. Se seccionaron callos
friables con peso de 100 a 150 mg aproximadamente, sembrandose cuatro callos por
contenedor y cinco contenedores por variante de medio de cultivo. El pH de los medios
se fijo en 5.8. Una vez establecidos en las diferentes variantes de medios de cultivo se
trasladaron a cuarto de crecimiento a temperaturas de 27 +/- 1 °C y permaneciendo en

oscuridad durante 30 dias.

Tabla 5. Variantes de medios de cultivos en la fase de multiplicacién de callos.

Autores Agua de coco (%) Kinetina (mg/l) ANA (mg/l)
Dottin (2000) 5 0.4 0.0
Dottin (2000) 10 0.4 0.0
Gupta (1985) 0 2 0.2
Gupta (1985) 0 2 2

ANA = &cido naftanal dehido.

3.2.2.1 Variables evaluadasy analisis estadistico

Se evalub € volumen de crecimiento de los callos en porcentaje, conforme a las escalas
propuestas por Santana (1982) en las que se establecieron 5 escalas, (Tabla 6). Para la
determinacion del mejor tratamiento se realizo € porcentgje mas el error estandar de
cadaescala

Tabla 6. Variables evaluadas en |a fase de multiplicacion de callos.

Escala propuesta por Santana (1982)

1 Callo muerto

2 Callo vivo pero sin crecimiento

3 Cdlo vivoy con pequefios puntos de crecimiento
4 Callo creciendo en € 50% de su volumen

5 Cadlo creciendo en el 100% de su volumen
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3.2.3 Fase de formacion de embriones somaticos

Para |la fase de formacion de embriones sométicos se tomaron callos friables formados
en lafase de multiplicacion. Se estudiaron cuatro niveles de AIA (0.0, 20, 25y 30 mg/l)
en combinacion con 50 g de sacarosa (Tabla 7). El volumen y ndmero de tegjidos
sembrados por frasco, asi como las condiciones ambientales fueron similares a las

descritas en la seccién 3.2.2.

Tabla 7. Variantes de medios de cultivos en la fase de formacién de embriones.

Variantes de medio de cultivo

M'S (1962) AlA (mg/l) Sacarosa (g/l)
1 0.0 50
2 20 50
3 25 50
4 30 50

3.2.3.1 Variables evaluadasy analisis estadistico
A las cuatro semanas se evaluaron las siguientes variables:

Porcentaje de callos con embriones globulares
NuUmero de embriones globulares

Porcentaje de callos con raices

El nimero de embriones globulares se contabiliz6 con ayuda de un estereoscopio. Para
determinar el mejor tratamiento, en las variables callos con embriones globulares y
callos con raices se obtuvo €l porcentaje y € error estandar de cada tratamiento y parala
variable nimero de embriones globulares se realizd la prueba de rangos multiples de

Duncan y Waller con a = 0.05. Se utilizo un disefio BCA.

3.2.4 Fase de madur aciéon de embriones somaticos

Para facilitar la maduracion de los embriones sométicos se seleccionaron embriones en
etapa globular obtenidos en el experimento descrito en la seccion 3.2.3. Se utilizaron €

mismo tipo de contenedor, la consistencia'y pH de los medios de cultivo, nimero de
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callos por contenedor y condiciones ambientales descritas en la seccién 3.2.2. Las
variantes de medios de cultivo se seleccionaron de acuerdo a los resultados obtenidos
por Garcia (1997), Szabados et al., (1987) y Bancroft (1998). (Tabla 8).

Tabla 8. Variantes de medios de cultivos en la fase de maduracién de embriones.

Autores 2,4-D (mg/l) AlA (mg/l) BAP (mg/l)
Garcia, (1997) 0.0 0.0 0.0
(Szabados et al., 1987) 0.01 0.0 0.1
Bancroft (1998) 0.0 0.1 0.1

3.2.4.1 Variables evaluadasy analisis estadistico

Las evaluaciones se redlizaron a las cuatro semanas, de acuerdo a las siguientes
variables: nimero de embriones globulares por callo, nimero de embriones maduros,
porcentgje de callos con raices. EI numero de embriones globulares y maduros se
contabiliz6 con ayuda de un estereoscopio. Para determinar € mejor tratamiento, se
obtuvo € porcentaje y € error estandar de la variable callos con raices, y para las
variables nimero de embriones globulares y nimero de embriones maduros se realizé la
prueba de rasgos multiples de Duncan y Waller con a = 0.05. Se sembraron 4 explantes
por contenedor y se emplearon 5 contenedores por tratamiento y para cada fuente de
tgjido. Se utilizé un disefio BCA.

3.2.5 Fase de germinacion de embriones

Se utilizaron embriones maduros, obtenidos en el experimento descrito en la seccion
3.2.4, estas se dividieron en segmentos de 0.5 cm. Las variantes de medios de cultivos
utilizados se describen en latabla 9.

Se utiliz6 € mismo tipo de contenedor, consistencia y pH de los medios de cultivo,

numero de callos embriogénicos por contenedor y condiciones ambientales descritas en

laseccion 3.2.1.
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Tabla 9. Variantes de medio de cultivo empleado en la fase de germinacion de embriones.

Variantede BAP Sacar osa
M edio de cultivo (mg/1) (/1)
1 0.0 30
2 0.1 30
3 0.2 30
4 0.3 30

3.2.5.1 Variables evaluadasy andlisis estadistico

A las cuatro semanas se redlizaron las evaluaciones en base a las variables. Porcentgje
de plantas germinadas y nimero de plantas. Para determinar € mejor tratamiento se
obtuvo €l porcentgjey €l error estdndar de la variable plantas germinadasy en lavariable
numero de plantas, la prueba de rangos multiples de Duncan y Waller con a = 0.05.
Se utiliz6 un disefio BCA.

3.2.6 Enraizamiento

En esta fase se seleccionaron plantas provenientes de la germinacion de embriones
maduros y fueron sembradas en nimero de cinco plantas por frascos a los que se les
agregaron 20 ml de medio de cultivo, en el experimento se utilizaron cuatro frascos Las
plantas permanecieron durante 30 dias en el medio de consistencia solida que contenia el
100%y 1 mg/l de AlA.

Para estudiar la respuesta al enraizamiento se evaluaron a los cuarenta dias las variables
longitud de plantas, nimero de hojas, nimero de raices y nimero de brotes promedios.

3.2.7 Aclimatizacion

Plantas procedentes de la fase de enraizamiento, seccion 3.2.6, fueron trasladadas a
condiciones de sombreadero. Las condiciones de aclimatizacion fueron similares a las
descritas en laseccion 3.2.7. A las cuatro semanas de aclimatizadas se evalud un total de

veinte plantas, en las siguientes variables:

Porcentaje de sobrevivencia i NUmero de hojas

Longitud de planta i Diadmetro de pseudotallo
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IV.RESULTADOSY DISCUSION
4.1 Organogénesis directa

4.1.2 Fase de establecimiento

En € cultivo de quequisque, Lopez et al, (1995), reportan diferencias en crecimiento y
desarrollo entre plantas propagadas de distintas partes del cormo primario, comparadas
con plantas reproducidas a partir de la planta principal o planta madre. Estos mismos
autores destacan que plantas procedentes de la yema terminal, son mas grandes que las

procedentes de |las restantes secciones del cormo, debido a que ahijan poco.

El estado fisiologico de la planta que dona €l explante es de gran influencia en la
respuesta de los tegiidos en cultivo, existiendo diferencias en los requerimientos
nutricionales y hormonales, cuando los tgidos provienen de plantas con diferentes
edades fisioldgicas (Jiménez, 1998).

4.1.2.1 Apices de yemasterminales

Se observé que los explantes a los 30 y 45 dias de establecidos en medios de cultivo a
los que no se les adiciond BAP favorecio la expresion del color marrén en la epidermis,
sintoma del efecto reductor del crecimiento que se produce en los explantes por la
carencia de citoguininas en los medios de cultivo. Los tglidos mostraron color verde en
los medios a los que se les adiciond AIA solo o en combinacion con BAP. El mayor
porcentaje de formacion de plantas se alcanzd en e medio suplementado con 1 mg/l de
AlA y 1 mg/l de BAP en & 25 % de los explantes, |legando hasta un 50% a los 45 dias.
(Figura 6).
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Figura 6. Porcentgjes de color verde, color marrén y planta formada en pices terminales del cultivar
Masaya. Arribaalos 30 dias, abajo alos 45 dias de establecidos en nueve variantes de medios de cultivo.

En lafigura 7 se apreciala dinamica de crecimiento de los épices del cultivar Masaya.

Figura 7. Dindmica de diferenciacién de apices terminales y axilares del cultivar Masaya en fase de
establecimiento: de izquierda a derecha: (a) apice color marrén (b) apice color verde (¢) planta formada

by §

(d) planta formaday con brote.
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A los 60 dias los apices que presentaron €l mayor porcentaje de color marron fueron los
establecidos en los medios que no se les adiciond BAP, registrando un rango porcentual
entre el 50 y €l 95%. En los medios que contenian 0, 0.5y 1 mg/l de AIA combinado
con 1-2 mg/l de BAP se presentd menor porcentaje de apices de color marron y pero
mayor porcentgje de plantas formadas, sobresaliendo los explantes establecidos en el
medio que se le adiciond 1 mg/l de AIA y 1 mg/l de BAP (30 % color verdey 70 % de
plantas formadas). (Figura 8).

O AIA BAP
100 oo + 0
" =
a Oo5+ 0
£ 80+
= - [ ] o1 + 0
o
X mo + 1
g 60 =
© mo5+ 1
° E [ |
©
= 40 |l + 1
€ oo + 2
I il
5 20 - mO05+ 2
[
= Bl o+ 2
0 - ; ; ; ;
Verde Marrén Planta

Figura 8. Porcentajes de color verde, color marrén y planta formada en épices de yemas terminales del
cultivar Masaya alos 60 dias de establecidos en nueve variantes de medios de cultivo.

De acuerdo a la respuesta de los épices en las variantes de medios de cultivo, se
demostro que éstos respondieron mejor con la adicion de BAP solo o en combinacion
con la auxina AlA, siendo el objetivo principal la formacion de plantas en la fases de
establecimiento, esta se favorece con adicion de 1 mg/l de AIA solo o en combinacion
con el BAP, como se apreciaen lafigura 8. Larespuestadel cultivar Masayaa AlAy d
BAP coincide con lo afirmado por George (1993), en que estas sustancias hormonales
son las mas importantes para regular e crecimiento y la morfogénesis en tejidos de

plantasy cultivo de 6rganos.

En la evaluacion de las variables longitud de planta y nimero de hojas, € tratamiento

nimero 7 con valores promedios de 1.86 cm de longitud y 4.50 hojas respectivamente,
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superd estadisticamente a los demés tratamientos. En los medios que no contenian BAP,
no se estimul6 brotacion axilar. Con concentracion de 2 mg/l de BAP y sin auxina fue
mejor el porcentaje de plantas que presentaron mayor longitud de brotes, aunque de
acuerdo a 7 los tratamientos los mejores medios de cultivo 4, 6, 7, 8 y 9 fueron

estadisticamente similares entre si. Tabla.10.

Tabla 10. Longitud de plantas, nimero de hojas y longitud de brotes a los 60 dias de establecidos, apices
de yemasterminales del cultivar Masaya.

(%) Longitud de brotes

N°de AIA - BAP Longitud NUmero
(escala en mm)

trat. (mg/l) deplanta dehojas

(cm) 0 13 46 >6 P
1 0 0 0.715 bc 0.400d 100 0 0 0 b
2 0.5 0 0.640c 0.300d 100 0 0 0 b
3 1 0 0.825 bc 0.650d 100 0 0 0 b
4 0 1 0.760 bc 2.500¢c 35 60 5 0 a
5 0.5 1 0.700 bc 3.500 abc 55 45 0 0 b
6 1 1 0.870 bc 3.050 be 25 75 0 0 a
7 0 2 1.865 a 4500 a 10 75 15 0 a
8 0.5 2 1.145b 2500 c 25 65 10 0 a
9 1 2 1.035 bc 3.750 ab 40 60 0 0 a

Letras distintas difieren estadisticamente entre si, tanto para la prueba de rangos miltiples de Duncan y Waller como
para? cona= 0.05.

4.1.2.2. Apices de yemas axilar es

A los 30 dias no se presento el color marron en los explantes establecidos en |os medios
gue contenian las concentraciones 0, 0.5y 1mg/l de AIA combinado con dosis de 2 mg/l
de BAP, aunque a los 45 dias se presentd reducidamente en el 20% de los explantes. A
los 30 dias los mayores porcentajes de color marrén se presentaron en el medio que no
se adicion6 BAP, expresandose hasta en un 60% en el medio suplementado con 0.5 mg/l
de AlA y alos 45 dias en los medios suplementados con auxinas combinadoscon 1y 2
mg/l de AIA presentaron mayor formacion de plantas hasta un 60% a los 45 dias, de
igual manera el mayor porcentaje de explantes sin crecimiento pero de color verde en los
medios suplementados con 2 mg/l de BAP con o sin AIA. Sin embargo, larelacion de la

expresion menor porcentgje de explantes color marron y mayor porcentgje de plantas
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formadas, se logré en los medios suplementados con 1 mg/lI de AIA con 1 mg/l de BAP
alos 30 diasy sin adicion de AIA con 2 mg/l de BAP alos 45 dias Figura 9.
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Figura 9. Porcentajes de color verde, color marron y planta formada en épices axilares del cultivar
Masaya. Arriba alos 30 dias, abajo alos 45 dias de establecidos en nueve variantes de medios de cultivo.

Un porcentgje de 65% plantas formadas se produjo a los 60 dias en € medio
suplementado con 0.5 de AIA y 1 mg/l de BAP;, e color marrén se presentd
principalmente en los medios que no se les adiciond BAP (55, 50 y 40%) mientras que €l
color verde se observé en mayor porcentagje en los medios con 0y 1 mg/l de AIA ambos
con 2 mg/l de BAP con porcentajes respectivos de 35 y 40%.

(Figura 10).
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Figura 10. Porcentajes de color verde, color marron y planta formada en apices de yemas terminales del
cultivar Masaya alos 60 dias de establecidos en nueve variantes de medios de cultivo.

En las variables longitud de planta'y nimero de hojas a los 60 dias, no se registraron
diferencias estadisticas entre los tratamientos 5 y 6, pero si entre éstos y los deméas
tratamientos, de acuerdo a la prueba de rangos multiples. En estos mismos medios (1
mg/l de AIA y 1 mg/l de BAP) también se presenté la mayor longitud de brotes de
categoria entre 4-6 mm y mayores de 6 mm; no se observd emision de brotes en los

medios que no contenian BAP. Tabla 11.

Tabla 11. Longitud de plantas, nimero de hojas y longitud de brotes a los 60 dias de establecidos, apices

de yemas axilares del cultivar Masaya.

Longitud de brotes

Nede AIA - Bap Londitud - Hlimero (escala en mm)
trat. (mg/l) eplanta ehojas
(cm.) 0 13 46 >6 P

1 0 0 0610c  1300c 100 0O 0 0 c
2 05 0 1300b  2000bc 100 O 0 0 c
3 1 o 0000d  0000d 100 O 0 0 c
4 0 1 0365cd  1700c 45 40 15 0 a
5 05 1 1840a  2900b 50 10 20 20 b
6 1 1 202%5a  4050a 35 30 20 15 a
7 0 2 1235b  2200bc 45 30 15 10 a
8 05 2 1175b  2700b 15 40 40 5 a
9 1 2 0640c  2100bc 30 55 10 5 a

Letras distintas difieren estadisticamente entre si, tanto para la prueba de rangos multiples de Duncan y Waller como

para? con a= 0.05.
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De acuerdo a los resultados, la respuesta de los dpices extraidos de yemas axilares
fueron superiores a la de los pices extraidos de yemas terminales, debido posiblemente
a que en los primeros se favorece € reuvenecimiento fisioldgico que caracteriza a
tegjidos juveniles, de manera que los apices axilares estéan en capacidad de formar plantas
a los 30 dias después de establecidos, principalmente en los medios a los que se les
adicion6 0.50y 1 mg/l de AIA mas 1mg/lI de BAP.

De los resultados obtenidos con apices extraidos de yemas terminales como de yemas
axilares, se comprob6 que la adicion de auxinay de citoquinina es fundamental para que
ocurran eventos dentro de las células de los explantes para que logre la diferenciacion

gue paul atinamente conduzca a la formacion de plantas completas.

Monge et al; (1987), a los 120 dias obtuvieron mejores resultados en el establecimiento
de apices de quequisque morado, en un medio de cultivo M S suplementado con 10 mg/l
de AIA; en quequisque blanco 25 mg/l de AIA y 2 mg/l de BAP.

Barcel6 et al; (1995), afirman que en los apices, la citoquinina enddgena es muy baja
porque se sintetiza en las raices, de manera que la adicion exdgena de la misma en los
medios de cultivo durante el establecimiento es esencial para € proceso de division

celular, facilitando la citocinesis.

Usualmente en los meristemas y dpices la citogquinina endégena es baja debido a que €
principal sitio de sintesis son las raices, por 1o que la adicidn exdgena de citoquininas en

los medios de establecimiento es generalizada (Vazquez y Torres, 1995).

La contaminacion se detectd en porcentajes de 35% de los apices, observandose como
un peguefia nube blanca en la base de los tejidos, que estédn en contacto directo con el
medio de cultivo. De acuerdo a pruebas morfolégicas y bioquimicas se identifico la
bacteria (Sarcina flava). Esta bacteria no se reporta como patdgena del cultivo de
guequisque, ademas de no causar afectacion severa en los explantes permite que

continue creciendo.
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4.1.2 Fase de multiplicacion

En la organogénesis in vitro el efecto de las citoquininas est4 encaminada a la formacion
de yemas, que se incrementa en base a una proporcion alta citoquinina con respecto alas
auxinas. Durante la diferenciacion las yemas axilares no se inhiben reciprocamente en su
desarrollo, debido a que se anula la dominancia apical, hecho que puede extrapolarse a
las plantas intactas pues las citoquininas aplicadas exdgenamente en genera activan el
crecimiento de las yemas laterales.

4.1.2.1 Explantes de yemas ter minales

4.1.2.1.1 Primer subcultivo

La longitud de planta fue mayor en los medios a los que no se le adiciond BAP,
alcanzando los mejores comportamientos estadisticos en los tratamientos 1 y 2 con
promedios respectivos de 2.02 y 2.77; estos valores muestran diferencia significativa en
relacion a los obtenidos en los tratamientos 5, 11 y 12. El nimero de hojas fue similar
estadisticamente en los tratamientos 6 y 8 siendo estos a su vez los que obtuvieron
mayor promedio de hojas. En las variables, nimero de brotes, longitud de brotes y
nimero de hojas por brotes no se presentaron diferencias estadisticas entre si en los
diferentes tratamientos. Ver tabla 12.

Tabla 12. Longitud de plantas, nimero de hojas, nimero de brotes, longitud de brotes y nimero de hojas
por brotes en el primer subcultivo de multiplicacion de plantas obtenidas de yemas terminales del cultivar

Masaya.

Longitud Numero NUmerode Longitud NOmerode

Nedetrat, 1A - BAP 4o planta dehojas  brotes  debrotes hojaspor
(mg/l)

(cm) (cm) brotes
1 0 0 202a 2.80 bc 040a 0.3la 105a
2 0.25 0 2.77a 3.30ab 0.45a 0.15a 0.70a
3 0.50 0 153ahc 2.80 bc 0.50a 0.12a 0.70a
4 0 1 158abc 3.15abc 0.65a 0.20a 0.50a
5 0.25 1 1.23bc 3.10 abc 0.70a 0.29a 0.65a
6 0.50 1 176abc 345a 0.55a 03la 0.65a
7 0 2 1.18ac 3.15abc 0.50a 0.25a 0.50a
8 0.25 2 142ahc 350a 0.35a 0.32a 0.50a
9 0.50 2 135abc 2.90 bc 0.15a 0.12a 0.35a
10 0 3 1.70abc 3.15abc 045a 0.30a 0.50a
11 0.25 3 1.13c 3.15abc 0.30a 0.20a 055a
12 0.50 3 112c 2.65cC 0.15a 0.12a 0.20a

Letras distintas difieren estadisticamente entre si, tanto para la prueba de rangos multiples de Duncan y Waller como
para? con a= 0.05.
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La produccién de raices se produjo en todos los tratamientos, sin embargo, en los
medios con 0.25 mg/l de AlA; 1 mg/l de BAP y 0.50 mg/l de AlA con 1 mg/l de AIA,
las plantas emitieron mayor cantidad de raices con porcentajes respectivos de 50, 60 y
55%. En medios que contenian 2 mg/l de BAP; 0.25 mg/lI de AIA con 3 mg/l de BAPy
0.50 mg/l de AIA con 3 mg/l de BAP, e porcentaje de plantas que no formaron raices
fue del 55, 75 y 60% respectivamente. Con esta respuesta se evidencia que en e primer
subcultivo el nivel endégeno de AIA es todavia ato, porque se estimula la produccién
de raices y se reduce la brotacion axilar por efectos de dominancia apical (Figuras 11y
12).
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Figura 11. Escala de emision de raices en plantas regeneradas de yemas terminales en e primer
subcultivo de multiplicacion del cultivar Masaya. |zquierda plantas sin raices, centro plantas con emision
de raices de 1-3 raices derecha plantas con emision de 4 amés raices.

Figura 12. Diferente respuesta de plantulas del cultivar Masaya en fase de multiplicacién.
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4.1.2.1.2 Segundo subcultivo

Similar a comportamiento en € primer subcultivo, la longitud de la planta fue superior
en los medios a los que no se les agregd BAP, ente estos en € tratamiento que contenia
0.25 mg/l de AIA sin adicion de BAP. El nimero de hojas en los diferentes medios de
cultivo no registraron diferencia estadisticas entre si, observandose un rango de emision
promedio de 2.75 a 3.15 hojas. Las plantas desarrolladas en los en |os tratamientos 9 y
11 presentaron la mayor tasa de brotacion siendo estadisticamente iguales entre si. El
nimero de brotes axilares fue reducido en los medios que no contenian BAP. La
longitud de brotes y ndmero de hojas por brotes fue favorecida por e medio
suplementado por 3 mg/l de BAP sin adicion de AlA.

El comportamiento observado en e segundo subcultivo, fue similar al observado en €l
primer subcultivo, comprobandose que una mayor longitud de plantas no significa que
habra mayor emisién de hojas, mas bien la respuesta de estas dos variables esta
influenciada por € nivel enddgeno y exdgeno de auxinas y citoquininas, parece que €l
suministro de BAP reduce lalongitud de |a planta pero favorece la produccion de follgje
Ver tabla 13.

Tabla 13. Longitud de plantas, nimero de hojas, nimero de brotes, longitud de brotes y nimero de hojas
por brotes en e segundo subcultivo de multiplicacion de plantas obtenidas de yemas terminales del
cultivar Masaya.

Longitud Numero  Numero  Longitud  NuUmero

N® detrat. AlA - BAP deplanta dehojas debrotes debrotes dehojas
(mgfl) (cm) (cm) por brotes
1 0 0 245abc 275a 0.30de 0.32cd 0.65cd
2 0.25 0 277 a 3.00a 0.15e 0.16 cd 0.36d
3 0.50 0 270a 315a 0.10e 0.12d 0.30d
4 0 1 167d 285a 0.80 bcde  0.40 bcd 0.80cd
5 0.25 1 182cd 275a 1.15ab 0.85a 1.85ab
6 0.50 1 19cd 310a 0.50 cde 0.23cd 0.65 cd
7 0 2 187cd 3.00a 0.55 cde 0.22cd 0.75dc
8 0.25 2 2.07bcd 3.05a 1.20 abcd 048 bc 1.15bc
9 0.50 2 192cd 295a 185a 0.82a 1.85ab
10 0 3 1.10abcd 310a 1.65ab 0.96 a 210a
11 0.25 3 207bcd 310a 175a 0.67 ab 1.70ab
12 0.50 3 185cd 3.05a 1.30 abc 0.42 bed 1.20bc

Letras distintas difieren estadisticamente entre si, tanto para la prueba de rangos mdiltiples de Duncan y Waller como
para? con a= 0.05.
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Los medios sin reguladores de crecimiento y con 0.25 mg/l de AIA y 3 mg/l de BAP fue
en los que Unicamente e 5% de las plantas no formacion de raices. En las demés
variantes la formacion de raices en escala de 1 a 3 raices estuvo en un rango el 5% al
35% de las plantasy en laescalade 4 6 mas raices entre el 65% y €l 100% de |as plantas
(Figura13).
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Figura 13. Escala de emisién de raices en plantas regeneradas de yemas terminales en e segundo
subcultivo de multiplicacion del cultivar Masaya. Izquierda: plantas sin raices, centro plantas con
emision de raices de 1-3 raices derecha plantas con emision de 4 a més raices.

4.1.2.1.3 Tercer subcultivo

En e medio de cultivo sin reguladores de crecimiento la longitud de planta supero
estadisticamente a |los promedios alcanzados en |os demés tratamientos; pero e nimero
de hojas fue superior en el medio gue se le adicionaron Unicamente 3 mg/l de BAP. El
nimero de brotes axilares fue minimo en los medios que no contenian BAP y en €
medio que contenia 0.5 mg/l de AIA y 3 mg/l de BAP se obtuvo el mayor promedio de
brotes axilares. Cuando se agregd 3 mg/l de BAP con o sin adicion de AlA, las variables
longitud de brotes, nimero de hojas por brote y € numero de brotes por planta
alcanzaron los mejores promedios Ver tabla 14.

Es notable destacar que a medida que aumenta € numero de subcultivos hay una

tendencia proporcional en el nimero de brotes por explantes.
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Tabla 14. Longitud de plantas, nimero de hojas, nimero de brotes, longitud de brotes y nimero de hojas
por brotes en € tercer subcultivo de multiplicacion de plantas obtenidas de yemas terminales del cultivar

Masaya.
NC de AlA - BAP Longitud Numerode Numerode Longitud NUmerode
trat (mg/l) deplanta hojas brotes debrotes  hojaspor
) (cm) (cm) brotes
1 0 0 357a 3.40 cd 0.20 de 0.15cd 0.35cd
2 0.25 0 2.85b 3.35cd 0.55 cde 0.15cd 0.40cd
3 0.50 0 3.00 ab 3.05d 0.10e 0.05d 0.15d
4 0 1 1.82 def 3.40 cd 0.85 bcde 0.50 abc 1.05 abc
5 0.25 1 2.02 de 3.30cd 1.35abc 0.70a 155a
6 0.50 1 217 cd 3.30cd 0.25de 0.25 bed 0.50 bed
7 0 2 2.70 bc 355bcd 0.95abcde  0.50 abc 1.20 abc
8 0.25 2 1.98de 3.75 bc 1158bcd 047 abcd  1.10a&bc
9 0.50 2 1.57 def 4.15ab 1158bcd  0.42 abcd 1.35ab
10 0 3 122f 4.50 a 1.70 ab 0.42 abed 160a
11 0.25 3 1.44 f 4.15ab 155ab 0.66 ab 190a
12 0.50 3 2.15cd 3.70 bc 190a 0.70a 175a

Letras distintas difieren estadisticamente entre si, tanto para la prueba de rangos multiples de Duncan y Waller como

para? con a= 0.05.

Unicamente en e medio de cultivo con 3 mg/l de BAP y sin AlA, no se indujo a la

formacion de raices en el 100% de las plantas. La formacién de raices se estimul6 en los

medios sin adicién de BAP o con solamente 1 mg/l de BAP, como se aprecia en la

figura 14.
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Figura 14. Escala de emisién de raices en planta regeneradas de yemas terminales en el tercer subcultivo
de multiplicacion del cultivar Masaya. 1zquierda plantas sin raices, centro plantas con emision de raices de

1-3 raices derecha plantas con emisién de 4 amas raices.
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4.1.2.2 Explantes de yemas axilar es

4.1.2.2.1 Primer subcultivo

En longitud de planta los mejores promedios se presentaron en los medios que se les
adicionaron 0.25 y 0.50 mg/l de AIA sin BAP, en el tratamiento 3 fue mayor promedio
con longitud de 2.95 cm. El promedio de nimero de hojas en los diferentes medios de
cultivo oscilo en un rango entre 2.30 y 3.10, destacandose €l promedio obtenido en el
medio suplementado con 0.25 mg/l de AIA sin BAP. El promedio de brotes obtenido en
el medio suplementado con 3 mg/l de BAP sin AIA super6 estadisticamente Unicamente
a los promedios registrados en los medios sin reguladores de crecimiento; con solo 0.5
mg/l de AIA y a que se agregaron 0.25 mg/l de AIA y 3 mg/l de BAP. No se presentd
brotacion en e medio sin reguladores de crecimiento.

En longitud de brotes se alcanzé el mayor promedio en e medio que contenia 3 mg/l de
BAP sin AlA diferenciandose estadisticas de los demés tratamientos. Los promedios de
numero de hojas por brotes registrados no mostraron diferencias estadisticamente entre
si. Ver tabla 15.

En comparacion a los promedios obtenidos en el primer subcultivo con los explantes
provenientes de yemas terminales, con yemas axilares los resultados fueron inferiores y
sin una tendencia clara a estimular la brotacion axilar de acuerdo a balance auxina-
citoquinina. Sin embargo, la inhibicion de la brotacion axilar ocurrié en ausencia de
auxina y citoquinina. La reducida brotacion axilar observada en € primer subcultivo

parece estar influenciada por €l efecto enddgeno que todavia ocasionael AlA.
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Tabla 15. Longitud de plantas, nimero de hojas, nimero de brotes, longitud de brotes y nimero de hojas
por brotes en el primer subcultivo de multiplicacién de plantas obtenidas de yemas axilares del cultivar

Masaya.

o Longitud  NuUmero . Longitud NUmero
{\rl:a?e Alg‘n;]/Bl)AP deplanta de Nubrrr1§:gsde debrotes  dehojas
' (cm) hojas (cm) por brotes
1 0 0 159 cd 295ab 0.0c 0.00d 0.00 a
2 025 O 251 ab 310a 0.55ab 0.40 ab 0.60 a
3 050 O 295 a 2.80ab 0.05c 0.07 cd 0.10a
4 0 1 2.17 bc 2758 0.60 ab 0.35 abc 0.30a
5 025 1 146 d 2.70ab 0.30 abc 0.17 bed 0.20a
6 050 1 181 cd 2.65ab 0.45 abc 0.34 abc 0.95a
7 0 2 180 cd 285ab 0.35 abc 0.39ab 105a
8 025 2 171 cd 290ab 0.20 abc 0.17 bed 0.30a
9 050 2 1.38 d 2.30b 0.15bc 0.12 bed 0.25a
10 0 3 1.75cd 275ab 0.65a 0.60 a 0.65a
11 025 3 1.15d 2458 0.05c 0.02d 0.05a
12 050 3 1.28d 245ab 0.25 abc 0.10 bcd 0.10a

Letras distintas difieren estadisticamente entre si, tanto para la prueba de rangos multiples de Duncan y Waller como
para? con a= 0.05.

La prueba de 7 reflejé que la mayor diferencia entre plantas con buen niimero de raices
y las que no emitieron raices, se presentd en los medios que contenian 0.50 mg/l de AIA
sin adicion de BAP con e 80% de plantas con cuatro o més raices y en el medio con
0.25 mg/l de AIA y 3 mg/l de BAP con & 90% de plantas que no presentaron raices
(Figura 15).
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Figura 15. Escala de emisién de raices en planta regeneradas de yemas axilares en el primer subcultivo de
multiplicacion del cultivar Masaya. | zquierda plantas sin raices, centro plantas con emision de raices de 1-
3 raices derecha plantas con emision de 4 a més raices.
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4.1.2.2.2 Segundo subcultivo

La longitud de planta en los medios sin citoquinina fue estadisticamente superior a los
promedios al canzados principal mente en los medios que contenian concentraciones entre
2y 3mg/l de BAP con o sin adicion de AlA. Esta respuesta de los explantes en longitud
de planta fue superior comparada con la observada con explantes de yemas terminal es.
En e numero de hojas no se presentaron diferencias estadisticas en los diferentes
tratamientos, pero si en e promedio de brotes destacando el efecto del medio
suplementado con 3 mg/l de BAP y mientras que el menor promedio se obtuvo en el
medio que no se le adiciono reguladores de crecimiento. La altura de brotes y nimero de
hojas por brotes fueron favorecidas con los mayores promedios, en e medio
suplementado con 1 mg/l de BAP sin AlA. Ver tabla 16.

Estos resultados fueron inferiores comparados con |os promedios de brotacion producido
en el segundo subcultivo con explantes de yemas terminales, debido posiblemente a que
con explantes de yemas axilares se manifiesta e fendmeno de rejuvenecimiento de los
tgjidos al estimular la formacion de plantas de mayor longitud, que a la vez gercen un

efecto de dominancia apical afectando la brotacion de yemas axilares.

Tabla 16. Longitud de plantas, nimero de hojas, nimero de brotes, longitud de brotes y nimero de hojas
por brotes en el segundo subcultivo de multiplicacion de plantas obtenidas de yemas axilares del cultivar

Masaya.

AlA-BAP Longitud NuUmerode Numerode Longitud NUmerode

0
':'r_ge (mg/l) deplanta hojas brotes debrotes hojas por
' (cm) (cm) brotes
1 0 0 450 a 370a 0.10b 0.07b 0.15b
2 025 O 3.86ab 340ab 0.70 ab 0.39ab 0.75ab
3 050 O 4.07 ab 3.50ab 0.20b 0.17 ab 0.30b
4 0 1 3.60 bc 345ab 0.95ab 0.60 a 1.25a
5 025 1 3.77 abc 3.25ab 0.50 ab 0.45ab 0.75ab
6 050 1 3.27 bed 3.10a 0.85ab 0.42 ab 0.85ab
7 0 2 2.37 f 3.25ab 040b 0.17 ab 0.45ab
8 025 2 2.70 def 3.25ab 040b 0.20ab 0.55ab
9 050 2 2.95 cde 370a 0.45ab 0.25ab 0.50 ab
10 0 3 2.15 &f 340ab 1.30a 0.47 ab 1.05ab
11 025 3 1.95f 3.30ab 0.60 ab 0.39ab 0.85ab
12 050 3 2.37 ef 3.50ab 0.85ab 0.37ab 0.85ab

Letras distintas difieren estadisticamente entre si, tanto para la prueba de rangos multiples de Duncan y Waller como
para? con a= 0.05.
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El menor nimero de raices se present6 en los medios suplementados con 3 mg/l de BAP
con o sin AlA; mientras que sin BAP, con 1y 2 mg/l de BAP con o sin AIA se mostré

un incremento en el porcentgje de raices (Figura 16).
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Figura 16. Escala de emisién de raices en planta regeneradas de yemas axilares en € segundo subcultivo
de multiplicacion del cultivar Masaya. 1zquierda plantas sin raices, centro plantas con emision de raices de
1-3 raices derecha plantas con emision de 4 amas raices.

4.1.2.2.3 Tercer subcultivo

En los medios que no contenian BAP, a igua que en los subcultivos anteriores, los
promedios de longitud de planta superaron estadisticamente a los que si contenian BAP,
destacando la respuesta de las plantas a medio sin reguladores de crecimiento.

El nimero de hojas promedio producido por planta en los diferentes tratamientos oscilo
entre 3.05 a 4.15, resultando € tratamiento con 0.50 mg/l de AIA méas 3 mg/l de BAP €
gue mostrd €l promedio mas alto, aungue este promedio fue estadisticamente similar al
presentado en |as variantes que también se les agregaron 3 mg/l de BAP en combinacién
con 0y 0.25 mg/l de AlA.

En la variante de medio que contenia 0.25 mg/l de AIA y 2 mg/l de BAP se alcanzaron

los promedios més altos de brotes axilares por explante. En las variantes de medios que

39



no se le adicioné BAP no se logré brotacion. No se acanzaron los coeficientes de
brotacion del tercer subcultivo con explantes de yemas terminales, pero € orden de

respuesta a la variante de medio de cultivo fue muy similar.

Analizando el comportamiento de la brotacion en los tres subcultivos, se deduce que
cuando adicionamos citoquinina a medio de cultivo se producen los mejores promedios
de brotacién axilar, destacando que con la adicion de 3 mg/l de BAP se induce a una

brotacidn mas estable en relacion alos deméas medios de cultivo.

En las variables longitud de brotes y niUmero de hojas por brote, los mejores promedios

fueron obtenidos en los medios que contenian solamente 3 mg/l de BAP. Ver Tabla 17.

Tabla 17. Longitud de plantas, nimero de hojas, nimero de brotes, longitud de brotes y nimero de hojas
por brotes en el tercer subcultivo de multiplicacion de plantas obtenidas de yemas axilares del cultivar

Masaya

AlA BAP Longitud Numerode Numerode Longitud Numerode

N®detrat. deplanta hojas brotes debrotes hojasde

(mg/l) (cm) (cm) brotes
1 0 0 417 a 3.15de 0.00c 0.00c 0.00c
2 025 0 3.90ab 3.45cd 0.00c 0.00c 0.00c
3 050 O 3.42 bc 3.05e 0.00c 0.00c 0.00c
4 0 1 2.24 def 3.65 bc 0.75 abc 0.38 bc 1.10ab
5 025 1 2.05 ef 3.10de 0.25 bc 0.05 cd 0.15c
6 050 1 175f 290e 0.90 ab 0.32 bed 1.00b
7 0 2 2.76 cde 3.65 bc 0.75 abc 0.28 bcd 0.95b
8 025 2 312c 3.70 bc 135a 0.45 ab 1.30ab
9 050 2 282cd 3.75bc 0.55 abc 0.32 bed 0.75 bc
10 0 3 2.75cde 3.95ab 1.00 ab 0.77 a 180a
11 025 3 3.20bc 4.00 ab 1.00 ab 051 ab 1.15ab
12 050 3 2.95 cd 415a 0.85 ab 0.61 ab 1.35ab

Letras distintas difieren estadisticamente entre si, tanto para la prueba de rangos multiples de Duncan y Waller como
para? con a= 0.05.

El porcentgjes de plantas que emitieron mayor cantidad de raices fueron observados en
los medios que no se le adiciond BAP. Con una escala de 4 a mas raices un 90% a 95%
delas plantas, e 20% al 60% de |as plantas emitieron de 1-3 raices. El mayor porcentaje
de plantas que no emitieron raices (entre un 20% a 50% de las plantas) se presentaron
en los medios alos que sele adiciond 3 mg/l de BAP con o sin AlA (Figura17).
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Figura 17. Escala de emision de raices de planta regeneradas de yemas axilares en € tercer subcultivo de
multiplicacién del cultivar Masaya. |zquierda plantas sin raices, centro plantas con emision de raices de 1-
3 raices derecha plantas con emision de 4 amés raices.

Los medios utilizados en la fase de multiplicacién contienen citoquininas, los cuaes
estimulan el desarrollo precoz de las yemas axilares al inhibir la dominancia apical (Hu
y Wang, 1984), posibilitando con esto, en un corto periodo la realizacion de un nuevo

subcultivo.

Gomez et al; (1989), evaluaron el efecto de la combinacion de 0.05 mg/l de AIA con 1
mg/l de BAP sobre la produccion de brotes en el cormo principal, con y sin yema
terminal. En e cormo sin yema apical, se obtuvo un nimero de brotes similar al
obtenido en la zona apical. Cuando la yema apical estuvo presente, se observé un rapido
crecimiento del brote principal y una disminucion en e nimero y desarrollo de los

nuevos brotes.

George (1993), sefidla que las citoguininas generalmente inhiben el crecimiento de las
raices, aunque pueden estimular lainiciacion del crecimiento de raices laterales en muy
bajas concentraciones; ademas inhiben la elongacion del tallo, pero estimulan el
alargamiento de las hojas; actlan en € retrazo de la senescencia y tienen un papel
fundamental en la organogénesis, ya que pueden ser inducidas yemas en tejidos in vitro

de callo, hojas, raices, cotiledones o piezas de tallo.
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Gomez et al; (1989), reportan una pobre respuesta a la brotacion axilar cuando € Unico
fitoregulador en € medio de cultivo fue el BAP y que la adicién de AIA aparentemente
modificd el rango de accion del BAP y favorecio la brotacion en la mayoria de las
combinaciones evaluadas sobre todo en quequisque color lila (Xanthosoma violaceum)
en este experimento utilizd AlA (0.0, 0.01y 0.05 mg/l) y BAP (0, 1, 2y 4 mg/l).

Monge et al; (1987), reportan en quequisque lila un promedio de 5 brotes axilares
obtenidos en un medio M S suplementado con 0.05 mg/l de AIA y 1 mg/l de BAP. Estos
mismos autores encontraron que la accion de AIA aparentemente modificd el rango de
accion del BAP y favorecié la brotacion en la mayoria de las combinaciones que

evaluaron.

Dottin (2000), encontré incrementos en los coeficientes de multiplicacién después del
tercer subcultivo manteniéndose un promedio de 3.02 brotes por explante.

4.1.3 Fase de enraizamiento

4.1.3.1 Explantes de yemas ter minales

En el andlisis de rangos multiples de Duncan-Waller en la interaccion medio de cultivo-
consistencia del medio no se registraron diferencias estadisticas significativas en las
variables longitud de plantas y nimero de hojas pero si en e nimero de raices. El
numero de raices fue superior en los medios constituidos por las sales MS reducidas a
50% y de consistencia liquida y las sades a 100% de su concentracion y de con
consistencia solida, superando estadisticamente a los promedios al canzados en las deméas

variantes. Ver tabla 28.
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Tabla 18. Longitud de planta, nimero de hojas y nlmero de raices en plantas reproducidas de yemas
terminales del cultivar Masaya, en lafase de enraizamiento.

M ediosde cultivo

Variables Consistencia M S (100% MS (50% MS (100% ales)
sales) sales) + 1mg/l de AlA
Longitud de Liquida 134a 184a 168a
planta Solida 156 a 172a 194a
NUmero de Liquida 3.36a 2.92a 316a
hojas Sdlida 3.04a 3.16a 3.24a
NUmero de Liquida 212c 7.80a 2.68c
raices Sdlida 7.32ab 5.20b 5.24b

L etras distintas difieren estadisticamente entre si, tanto para la prueba de rangos muiltiples de Duncan y con (a = 0.05).

4.1.3.2 Explantes de yemas axilar es

No se registraron diferencias estadisticas significativas en longitud de planta, pero los
mayores promedios se alcanzaron en las plantas que se desarrollaron en los medios en
consistencia liquida con las sales MS a 100% mas 1 mg/l de AIA. El promedio de
nimero de hojas emitidas en el medio con las sales MS a 50% y de consistencia liquida
fue superior estadisticamente a los promedios de hojas producidos en los medios con las
sales a 100% de consistencia liquida y solida. El promedio de raices en los medios con
la concentracion de sales MS al 50% y de consistencia liquida 'y 100% de las sales con
1 mg/l de AIA de consistencia sblida, presentaron los mejores promedios, superando
estadisticamente alos promedios de raices producidos en el medio con las sales a 100%

de consistencialiquida. Ver tabla 29.

Tabla 19. Longitud de planta, nimero de hojas y nimero de raices en plantas reproducidas de yemas
axilares del cultivar Masaya en la fase de enraizamiento.

M edios de cultivo

Variables Consistencia MS (100% sales) MS(50% MS (100% sales)
sales) + 1mg/l de AlA
Longitud de Liquida 1.02a l14a 142 a
planta (cm) Solida 1.06 a 1.18a 134a
Numero de Liquida 2.24b 292a 2.68 ab
hojas Solida 2.24b 2.64 ab 2.52 ab
NUmero de Liguida 4.48Db 8.24a 5.64 ab
raices Solida 5.76 ab 5.56 ab 8.08a

Letras distintas difieren estadisticamente entre si, tanto para la prueba de rangos muiltiples de Duncan y con (a = 0.05).
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Los promedios de las variables longitud y nimero de hojas presentaron tendencia a ser
favorecida con plantulas reproducidas de yemas terminales y el nimero de raices se

favorecio con fuente de tejidos de yemas axilares.

Garciaet al; (1999), reportan las sales M S reducidas al 50% en estado liquido y con 30 g
de sacarosa como mejor medio de cultivo para el enraizamiento de quequisgue.

En la mayoria de los casos la presencia de citoquininas en la fase de multiplicacién
inhiben la formacion de las raices, por eso se debe usar un medio inductor de raicesen la
fase de enraizamiento. Rodriguez (1998), recomienda para la fase de enraizamiento de
quequisque la adicion de bajas concentraciones de AIA a medio de cultivo. Las auxinas
mas frecuentemente incorporadas al medio para inducir enraizamiento son AIA (0.1-10
mg/l) ANA (0.05-1 mg/l) y e IBA (0.5-3 mg/l), (George y Sherrington, 1984).

En la fase de enraizamiento el medio liquido ofrece la posibilidad de aumentar la
capacidad de incubacion en las camaras de crecimiento y disminuir el consumo de agar
durante la fase de enraizamiento. De acuerdo con los resultados obtenidos en e presente
estudio, € quequisgque se puede considerar una de las especies de fécil induccion de
raices, basta con solo transferir brotes o grupos de brotes incluso en un medio sin

reguladores de crecimiento.

4.1.4 Fase de aclimatizacion

El objetivo principal de la fase de aclimatizacion es lograr la sobrevivencia de las
plantas @ momento del trasplante y crecimiento de las mismas, a partir de minerales,
agua CO; y luz. Este cambio de las plantas, asi como la morfologia de la misma
determina la susceptibilidad durante las etapas inicial del proceso de aclimatizacion.
(Agramonte, 1998).

La fase de aclimatizacion a condiciones ambientales es una de las fases que reviste gran
importancia dentro de la técnica de micropropagacion. Las plantas in vitro en un inicio
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deben de adaptarse en condiciones que se acerquen al ambiente in vitro, ata humedad
relativay bagja intensidad luminica. Posteriormente debe reducirse de manera gradua la
humedad relativay aumentar la intensidad luminosa para que las plantas se desarrolle en
un ambiente parecido a las condiciones de campo (Orellana, 1998).

Se considera como sustrato a los materiales solidos o porosos de origen natural o
sintético que solos o combinados garantizan un adecuado crecimiento de las plantas bajo
condiciones ambientales controladas. Estos tienen que como funcidon suministrar a la
planta sostén mecanico, alavez permitir que las raices tomen aire y agua, pudiendo o no

intervenir en el complejo proceso de nutricidn vegetal (Tortosa, 1990).

4.1.4.1 Explantes de yemas ter minales

De acuerdo a los resultados obtenidos en el anadlisis de rangos multiples de Duncan en
las variables longitud de planta, nimero de hojas y diametro de pseudotallo, no se
presentaron diferencias significativas por efecto de las variantes de medios de cultivos.
Estos resultados demuestran que plantas reproducidas a partir de yemas terminales y
enraizadas en los medios de cultivo con las sales a 100% y 50%; y 100% de las sales
mas 1 mg/l de AlA tanto de consistencia solida y liquida, no produjeron diferencias
marcadas en el crecimiento de las plantas aclimatizadas a los treinta dias. La variable
gue marcod la diferencia entre los medios de cultivo fue e % de sobrevivencia de las
plantas, que fue del 100% Unicamente en el medio sélido que contenia las sales MS
100% (Tabla 20y Figura 18).

Tabla 20. Longitud de planta, nimero de hojas, didmetro de pseudotallo y porcentaje de sobrevivenciaa
los 45 dias en plantas reproducidas de yemas terminales del cultivar Masaya en la fase de aclimatizacion.

M edios de cultivo

+ 1mg/l de AIA

Longitud de Liquida 437a 530a 4.30a
planta Solida 3.87a 3.85a 447 a
NUmero de Liquida 235a 2.60a 225a
hojas Solida 230a 240a 2.30a
Diametro de Liguida 0.40a 0.55a 0.40a
pseudotallo Solida 042 a 0.40a 042 a
Sobrevivencia Liquida 76% 86% 88%

Sdlida 100% 84% 84%

Letras distintas difieren estadisticamente entre si, para la prueba de rangos multiples de Duncan (a = 0.05).
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Figura 18. Plantas de 45 dias de aclimatizadas propagadas de yemas terminales. lzquierda, plantas previamente
enraizadas en medio liquido a) Medio 100% sales MS b) Medio a 50% de las sales c) Medio 100% sales mas 1 mg/l
de AIA. Derecha: plantas previamente enraizadas en medio solido d) Medio 100% sales MS e) Medio a 50% de las
sales €) Medio 100% sales mas 1 mg/l de AlA.

4.1.4.2 Explantes de yemas axilar es

Las plantas previamente enraizadas en los medios de cultivos de consistencia liquida y
sdlida, no presentaron diferencias significativas en longitud y nimero de hojas a los 45
dias de aclimatizadas. El promedio de diametro del pseudotallo de las plantas en los
medios que contenian € 100% y e 50% de las sales ambos de consistencia liquida,
fueron inferiores estadisticamente a didmetro obtenido en las plantas previamente
enraizadas en el medio con las sales a 50% y de consistencia sdlida (0.42 cm). La
sobrevivencia de las plantas fue mayor en & medio sdlido que contenia las sales a
100 % con 96%, aunque en € medio con las sales reducidas a 50% y de consistencia
tanto sélida como liquida, la sobrevivencia fue del 92 %. Ver tabla 21.

Tabla 21. Longitud de planta, nimero de hojas, didmetro de pseudotallo y porcentaje de sobrevivenciaa
los 45 dias en plantas reproducidas de yemas axilares del cultivar Masaya en la fase de aclimatizacion.

M edios de cultivo

Variables Consistencia MS(100% sales) MS(50% sales) MS(100% sales)
+ 1mg/l de AlA
Longitud de Liquida 275a 352a 3.35a
planta Sdlida 3.00a 3.60a 3.05a
NUmero de Liquida 220a 215a 215a
hojas Solida 1.95a 2.10a 205a
Diametro de Liquida 0.30b 0.32b 0.35ab
pseudotallo Sdlida 0.35ab 0.42a 0.37 &b
Sobrevivencia Liquida 88% 92% 80%
Sdlida 96% 92% 88%

L etras distintas difieren estadisticamente entre si, para la prueba de rangos multiples de Duncan (a= 0.05).
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En la figura 19, se aprecia plantas reproducidas a partir de yemas axilares en los

diferentes tratamientos del cultivar Masaya, paralafase de aclimatizacion.

Figura 19. Plantas de 45 dias de aclimatizadas del cultivar Masaya, propagadas de yemas axilares.
I zquierda, plantas previamente enraizadas en medio liquido a) Medio 100% salesMS b) Medio a 50% de
las sales ¢) Medio 100% sales més 1 mg/l de AlA. Derecha: plantas previamente enraizadas en medio
solido d) medio 100% salesMS €) Medio a 50% de las sales €) Medio 100% sales més 1 mg/l de AlA.

En la aclimatizacion de las plantas obtenidas de los dos tipos de tejidos del cultivar
Masaya, no se reflgjaron diferencias determinantes entre ellos por efecto de los medios
de cultivo y € tipo de consistencia durante la fase de enraizamiento, aunque si hubo
diferencias en % de sobrevivencia, con la tendencia a una mayor sobrevivencia cuando
las plantas aclimatizadas se han desarrollado en medios de consistencia solida durante la
fase de enraizamiento.

El cultivar Masaya demostrd en e estudio que es una especie que enddgenamente tiene
un ato nivel de auxinas, s consideramos que en las fases de establecimiento y de
multiplicacion los explantes emitieron regularmente buen nimero de raices, ademas de

ser un cultivo con unafacilidad para adaptarse alas condiciones ex vitro.

Estudios reportados por Caldera y Lépez (2002), en e cultivar platano enano, hacen
énfasis mas a los constituyentes de los medios de cultivo que se agregan durante la fase
de enraizamiento que a sustrato de aclimatizacion.

Garcia et al; (1997), en quequisque obtuvieron promedios de 2 cm en longitud de planta,
con dos hojas activas y un sistema radicular bien formado en un sustrato orgénico
conocido como compost.
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4.1.5 Numer o de explantes por contenedor

4.1.5.1 Explantes de yemas ter minales

La prueba de rangos multiples de Duncan-Waller para € nimero de explantes por
contenedor solo detectd diferencias estadisticas en las variables nUmero de brotes por
planta y ndmero de raices por planta, presentdndose promedios inferiores con 5
explantes. EI mejor promedio de nimero de brotes por planta y nimero de raices por

planta se produjo con 4 explantes. Ver tabla 22.

Tabla 22. Longitud de plantas, nimero de hojas, nimero de raices, nimero de brotes, longitud de brotesy
nimero de hojas por brote, en plantas obtenidas de yemas terminales del cultivar Masaya por efecto de
densidad de explantes por contenedor en la fase de multiplicacion.

Tratamiento  Longitud NUmero  NUmero Numero  Longitud NuUmero

(Numero de plantas dehojas deraices brotes brotes de hojag/
explantes) (cm) (cm) brote
4 200a 3.30a 460 a 120a 03la 0.60a
5 1.32a 3.96a 1.16b 0.68 b 0.15a 0.68 a
6 1.73a 410a 5.66 a 0.73b 0.30a 0.73a

Letras distintas difieren estadisticamente entre si, tanto para la prueba de rangos mdltiples de Duncan y Waller con
(a=0.05).

4.1.5.2 Explantes de yemas axilar es

Seguin la prueba de rangos multiples de Duncan-Waller no se registraron diferencias
estadisticas en las diferentes variables evaluadas. En la tabla 23 se puede observar que

los mejores resultados fueron obtenidos con 4 explantes.

Comparando los promedios obtenidos entre los dos tipos de explantes, es evidente que
las plantulas provenientes de yemas axilares favorecen la produccién de raices y €
nimero de hojas. Igual que en los explantes de yemas terminales, e mejor promedio de

brotacion se produjo con 4 explantes.
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Tabla 23. Longitud de plantas, nimero de hojas, nimero de raices, nimero de brotes, longitud de brotes y
nimero de hojas por brote en plantas obtenidas de yemas axilares del cultivar Masaya por efecto de
densidad de explantes por contenedor en la fase de multiplicacion.

Tratamiento Longitud NUmerode NuUmerode  NUmero Longitud NUmero
(NUumero de plantas hojas raices brotes brotes(cm) dehojas
explantes (cm) /brote
4 180a 355a 6.95a 110a 04la 195a
5 240a 348a 7.68a 0.96 a 041a 156a
6 175a 320a 6.26 a 0.66 a 0.28a 123a

I(_etra(\)s éj;tintas difieren estadisticamente entre si, tanto para la prueba de rangos mdiltiples de Duncan y Waller con
a=0. .

Diferentes autores reportados por Caldera y Lopez (2002), destacan que cuando se
inoculan una mayor densidad de explantes por contenedor se produce una mayor
cantidad de brotes o de raices, debido a que los explantes difunden sustancias como las
auxinas y las citoquininas. Estos autores, obtuvieron en platano, cultivar enano, mejor
brotacion axilar con lasiembrade 5y 6 plantas en contenedores de 100 y 200 ml. Evert
y Holt (1975), citados por George (1993), observaron que normalmente el crecimiento in
vitro en contenedores grandes es mejor cuando contienen muchos brotes, porque juntos

ayudan a mantener una adecuada humedad relativa dentro del contenedor.

En el cultivar Masaya, € porcentgje de brotes obtenidos por yemas axilares fue mayor
con respecto a los producidos por yemas terminales, esto se explica debido al efecto de

dominancia apical.

4.1.6 Inmersion Temporal

4.1.6.1 Explantes de yemas terminales

Se detectaron diferencias estadistica solamente en las variables longitud de plantas y
nimero de raices por planta, la primera favorecida con 3 inmersiones (3.31 cm) y la
segunda con dos inmersiones (3.06 cm). En nimero de brotes aunque no se presentaron
diferencias estadisticas, el mayor niumero de brotes fue favorecido con 3 inmersiones.

Ver tabla 24.
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Tabla 24. Longitud de planta, nimero de hojas, nUmero de raices y nimero de brotes en plantas
reproducidas de yemas terminales del cultivar Masaya, utilizando el sistema RITA en la fase de
multiplicacion.

Tratamiento Variables evaluadas
(NUmero de Longitud NUumerode Numerode Numero
inmersionespor dia)  deplanta (cm) hojas raices brotes/planta
2 2.37b 3.00a 3.06a 0.93a
3 33la 293 a 0.86b 133a

Letras distintas difieren estadisticamente entre si, tanto para la prueba de rangos mdltiples de Duncan y Waller con
(a=0.05).

4.1.6.2 Explantes de yemas axilar es

No se presentaron diferencias estadisticas en las diferentes variables evaluadas con 2y 3
inmersiones por dia. Contrario al comportamiento observado con €l empleo de yemas
terminales, con 2 inmersiones por dia fue mayor el promedio de brotes axilares, pero sin

reflgjar diferencias estadisticas entre si. Ver tabla 25.

Tabla 25. Longitud de planta, numero de hojas, nUmero de raices y nimero de brotes en plantas
reproducidas de yemas axilares del cultivar Masaya, utilizando e sistema RITA en la fase de
multiplicacion.

Tratamiento Variables evaluadas
(Nomero deinmersiones Longitud Numerode NuUmerode Numero
por dia) de planta (cm) hojas raices broteg/planta
2 3.00a 290a 2.36a 1.36a
3 2.77a 3.20a 2.13a 0.60 a

Letras distintas difieren estadisticamente entre si, tanto para la prueba de rangos mdltiples de Duncan y Waller con
(a=0.05).

En lafigura 20, se observan plantas del cultivar Masaya que se desarrollaron con dosy

tres frecuencias de inmersion.
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Figura 20. Plantas del cultivar Masaya regeneradas por micropropagacion en recipientes de inmersion
temporal automatizada. Arriba: con frecuencia de dos inmersiones por dia. Abajo: con frecuencia de tres
inmersiones por dia. Abajo izquierda: tamafio anormal de la hoja.

Fue evidente que con tres inmersiones se incrementaron e nimero y la superficie foliar,
pero se redujo €l promedio de brotacién axilar, contrario a lo que sucedié con dos
inmersiones. No se alcanzaron los promedios de brotacién axilar reportados por Dottin
(2000), de 13.80 en € cultivar México 8, debido posiblemente a que utilizd
contenedores con capacidad para agregarles 10 litros de medio de cultivo liquido,
ademas la cantidad de explantes por contenedor fue superior (50 explantes por
contenedor) alaque se utilizd en este estudio (10 explantes por contenedor). De acuerdo
a George (1993), e volumen de los contenedores pueden algunas veces afectar el
crecimiento y morfogénesis in vitro. Este efecto puede ser debido a diferentes
concentraciones de oxigeno, didxido de carbono, etileno y otros gases vol&tiles en el
espacio de aire dentro del contenedor.

Se observé también que las plantas que se desarrollaron con frecuencia de riego de tres
inmersiones, los tejidos presentaban sintomas de vitrificacion, fendmeno conocido
actualmente como hiperhidricidad, (hojas grandes, pseudotallo de menor longitud y poca
produccion de raices) en parte debido posiblemente a que la consistencia liquida del
medio de cultivo contribuy6 a incremento de la humedad relativa dentro de contenedor.
Otro factor que también pudo haber favorecido el fendmeno de hiperhidricidad fue el

tiempo de inmersién por siete minutos que resultd a parecer excesivo y pudo tener mas
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efecto incluso que e numero de inmersiones, por tanto, en futuros estudios sera
necesario determinar el tiempo de inmersiéon mas adecuado para recipientes con
capacidad de 250 ml de medio de cultivo. Bottcher y col., 1988 citados por Barceld
(2003), sefialan que existe una clara conexion entre disponibilidad de agua en el medio,
atmosfera del contenedor y la vitrificacion y ésta Ultima es siempre mayor en medios
liquidos que en sdlidos como lo comprobaron en diferentes cultivos como Betula

pendula.

De acuerdo con Debergh (1988), e uso de este término vitrificacién no se limite a
indicar la expresion patoldgica de plantas fisioldgicamente anormales, sino que para
identificar todas las clases de funcionamientos fisiologicos aterados, debido a estado

anormal del agua en el contenedor de cultivo.

Barcel6 (2003), menciona que Pacques y Boxus (1987), definieron dos tipos de
vitrificacion segun la consistencia y anchura de las hojas. vitrificacion “suculenta’y
vitrificacion “no suculenta’. En el sistema de propagacion por inmersion temporal se

ajusta al tipo de vitrificacion suculenta.

4.2 Embriogénesisindirecta

4.2.1 Fasedeiniciacion de callos

En los medios de cultivo con la concentracion de las salesMS a 50% con 1, 2,y 3 mg/l
de 2, 4- D se indujo la formacion de callos en porcentajes promedios de 100, 75 y 80%
respectivamente. En las variantes que contenian las sales al 100% con las mismas
concentraciones de 2, 4-D, laformacion de callo fue del 100%. En el medio con las sales
reducidas a 50% Yy con la adicién de 0.2 mg/l de BAPy 2 mg/l de IBA no se formaron
calos, pero se estimulé la formacion de plantas en un 100%; con estas mismas
concentraciones de BAP y de IBA pero con las sadles a 100% solo € 5 % de los
explantes formaron callo, ademas se estimulé la formacion de plantas en un 100% y la
formacion de raices con promedios en las dos variantes de medios de cultivo con
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promedios respectivos de respectivos de 65% y 20% por efecto del IBA. Los dpices
meristematicos no formaron plantas en el medio con las sales a 100% mas la adicién de
3 mg/l de AlA, contrario al efecto que tuvo el medio que se le agregd BAP e IBA que en

las dos concentraciones de las sales se formaron plantas. Ver tabla 26.

Tabla 26. Porcentaje de iniciacion de callos, explantes con raices y formacion de plantas a partir de
apices meristemédtico en e cultivar Masaya.

Trat. Concentr Variables
(medios acion de 2,4-D BAP IBA Formacion de Formacion  Explantes
de cultivo) salesMS (mg/l) (mg/l) (mgl) callos deplantas con raices
(%) (%) (%) (%)

1 50 1.0 0.0 0.0 100+0.0 515 0.0£0.0

2 50 2.0 0.0 0.0 75+9.93 35+10 0.0£0.0

3 50 3.0 0.0 0.0 80+9.18 25+9.93 0.0£0.0

4 50 0.0 0.2 2.0 0.0+0.00 100+0.00 65+10.9

5 100 1.0 0.0 0.0 100+0.00 20+9.18 0.0+0.0

6 100 2.0 0.0 0.0 100+0.00 25+9.93 0.0£0.0

7 100 3.0 0.0 0.0 100+0.00 0£0.0 0.0£0.0

8 100 0.0 0.2 2.0 5.0+5.00 100£0.0 20+9.18

Medias + Error estandar

Concentraciones de 0.2 mg/l de BAPy 2 mg/l de IBA recomendadas para la induccion
de callos en tgjidos de quequisque no fueron efectivas para € cultivar en estudio. Un
aspecto a destacar en la comparacion de las dos concentraciones de las sales M S, es que
al 100% de su concentracion se forman callos friables y a 50% de las sales los callos

son acuosos. En lafigura 21 se observan callos formados en la fase de iniciacion.

s :Zﬁ
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Figura 21. Izquierda, y derecha callos friables a los 30 dias de permanecer en el medio de cultivo, color
amarillo callos friables color crema, callo no friable.

Dottin (2000), utilizando apices como explantes, obtuvo los mejores resultados para la
induccion de callo, en e medio MS con 2 mg/l de 2, 4-D, con un promedio de 40% de

callos formados. Este resultado se explica porque a entrar en contacto |os explantes con
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el 2, 4-D excretan el hidrogeno hacia la pared celular, conduciendo a la descomposicion
de los lipidos y a la acidificacion de la misma, ademas de la ruptura de los puentes de
hidrogeno se observen iones de potasio, provocando una disminucion del potencia de

aguaen lacélulade formatal que esta penetray la célula se expande.

Nyochemberg y Garton (1998), en quequisque para la iniciacién de callos emplearon
explantes de brotes axilares y peciolos extraidos de plantas de 3-5 cm que crecieron en
invernadero. Los callos de peciolos fueron respondiendo significativamente mejor que
los formados de brotes cuando se utiliz6 un medio MS conteniendo 1.36 UM de
dicamba. Gupta (1985), en este mismo cultivo, reporta buenos resultados con € medio
de iniciacion recomendado por Abo EI-Nil y Zettler (1976), conocido como AZ
suplementado con 2.0 mg/l de ANA empleando como tejidos meristemas apicales

extraidos de plantas madres.

Jmeénez (1995), determind que en cafia de azlUcar (Saccharum spp) es necesario la
presencia de 2,4-D para la formacion de embriones somaticos debido a que juega un rol
fundamental en los procesos de desdiferenciacion, induccién de callo y la formacion de
las células embriogénicas de un gran nimero de especies.

Pliego y Barcel6 (2001), destacan que en la fase de iniciacion de callo se utiliza una alta
concentracion de auxina, normalmente 2,4-D o0 una combinacion de auxina citoquinina.
Con € objetivo de estimular la division celular e inducir en las células competencia
embriogénica. George (1993), afirma que en € proceso de embriogénesis somatica
frecuentemente se inicia en e medio conteniendo altos niveles de auxinas
(especidmente 2,4-D) pero los embriones no desarrollaran méas hasta que la

concentracion de auxinas es reducida.

De acuerdo con Barcel6 (1995), la auxina puede provocar € crecimiento de los callos

debido al efecto sobre el metabolismo del ARN por la induccion de transcripcion de

mol éculas especificas de ARN mensgjero. La respuesta embriogénica del callo depende
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del genotipo. Algunos cultivares se pueden regenerar facilmente en un medio especifico,

mientras que otros no responden en el mismo medio (Litz, 1984).

4.2.2 Fase de multiplicacion de callos

Para este estudio se probaron cuatro de las mejores variantes de medios de cultivo
estudiadas por Gupta (1985) y Dottin (2000).

En los tratamientos 2, 3 y 4 no se observaron callos muertos, mientras que en el medio
con agua de coco a 5 % mas 0.4 mg/l de kinetinael 10 % de los callos murieron alos 30
dias.

Callos con mayores puntos de crecimiento en € 50 % de los tejidos se formaron en €l
medio con 2 mg/l de kinetinay 0.2 mg/l de ANA. En € tratamiento 2 se logro el mayor
porcentaje en volumen de crecimiento con el 30 % en las escalas 4 y 5; no obstante, €l
medio con 2 mg/l de kinetina y 0.2 mg/l de ANA e porcentaje de explantes que
alcanzaron el desarrollo de callos escalas 2 y 3 fueron de 40 y 50 % respectivamente.
Ver tabla27.

Tabla 27. Porcentge de formacion de calos en la fase multiplicacion, de acuerdo a escala de
crecimiento* propuesta por Santana (1982) en el cultivar Masaya, paralos diferentes tratamientos.

Tratamient Agua Kine ANA Escala de crecimiento % de explantes con callos
0s decoco tina
(medios (%) (mg/l)  (mgll) 1 2 3 4 5
de cultivo)
1 5 0.4 0.0 10+6.88 30+10.5 15+8.19  40+11.2 5+5.00
2 10 0.4 0.0 0+0.0 254993  15+#8.19  30+105  30+10.
3 0.0 2 0.2 0+0.0 40+11.2  50+115  10+6.88 0+0.0
4 0.0 2 2 0+0.0 60+11.2  15+#8.19  25+9.93 0+0.0

Medias + Error estandar
* Escala propuesta por Santana (1982)

Callo muerto

Callo vivo pero sin crecimiento
Callo vivo y con pequefios puntos de crecimiento

Callo creciendo en €l 50% de su volumen

g > w DN RE

Callo creciendo en &l 100% de su volumen
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Lafigura 22 muestra el aspecto de los callos en crecimiento en lafase de multiplicacion.

Figura 22. Callos en crecimiento en lafase de multiplicacion.

El porcentgje de callos que presentaron un crecimiento reducido, fue debido
posiblemente a lo sefidlado por Pliego y Barcel6 (2001), de que en las masas de células
proembriogénicas, la division celular tiene lugar en las regiones mas superficiales,
mientras que en las células centrales atamente vacuolizadas entran en fase de
senescencia. En el medio que se agregé la combinacion de kinetinay agua de coco a 10

% el crecimiento de los callos fue mejor de acuerdo alos valores de laescala4 y 5.

El efecto del agua de coco en el crecimiento de los callos es debido a que contiene
difenilurea, auxina, ribésico de zeatina y vitaminas que llevan a cabo una serie de
reacciones cataliticas en el metabolismo de la célula vegetal que influyen en & proceso

de laembriogénesis (Rocay Mroginski, 1991).

4.2.3 Fase de for maciéon de embriones somaticos

Los calos que formaron € 75% de embriones globulares se observd en € medio
suplementado con 30 mg/l de AIA, mientras que |0os menores porcentajes se presentaron
en los medios que se redujo la concentracion de AIA a 20 y 25 mg/l con porcentajes
respectivos de 55 y 30 %. El nUmero de embriones globulares fue superior en el medio
con 30 mg/l de AIA con promedio de 10.15 y con 25 mg/l de AlA el promedio resultd
inferior con 1.60 embriones. Se observo que € porcentaje de callos que emitieron raices
fue mayor en el medio con 20 mg/l de AIA con porcentaje de 50% y menor en el medio
sin AlA con el 10%. Ver tabla 28.
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Tabla 28. Resultado de la formacion de embriones sométicos en €l cultivar Masaya por efecto de
diferentes medios de cultivos. Letras iguales no difieren estadisticamente entre si, para la prueba de
rangos multiples de Duncan y Waller con a= 0.05.

Tratamientos Variables

(medios AlA Sacar osa Calloscon Nimerode  Calloscon

de cultivo) (mgll) (9 embriones embriones raices

globulares (%) globulares (%)

1 0.0 50 70+£10.5 430b 10+6.88
2 20 50 55+11.4 415Db 50+11.5
3 25 50 30+£10.5 1.60 b 20+9.18
4 30 50 75+9.93 10.15a 30+£10.5

Medias + Error estandar

Las diferentes formas con que se observaron |os embriones se muestran en la figura 23.

Figura 23. ay b) Embriones globulares c) Callos embriogénicos con raices.

Los resultados en este estudio no coinciden con los obtenidos por Dottin (2000), en
cuanto al nimero de embriones globulares por callo, con el mejor tratamiento reporta un
numero promedio de 34.20 por callo cuando utiliz6 el medio MS suplementado con 50
g/l de sacarosay 30 mg/l de AlA.

Nyochemberg y Garton (1998), sefidan que la sacarosa influye en el crecimiento y
desarrollo del calo con estructuras embriogénicas, evitando la germinacion precoz de
los embriones somaticos en malanga (Colocasia esculenta var. esculenta). Moller
(1998), recomienda que ademas de la sacarosa sea necesario agregar AIA a medio de
cultivo antes de la diferenciacion celular. La sacarosa al adicionarla @ medio de cultivo
proporciona fuente de energiay tiene ademas, efecto osmdético (Gilliard, 1999).
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4.2 4 Fase de madur acidon de embriones somaticos

La fase de maduracién es el periodo en € desarrollo del embrién somético en el cual
ocurre la expansion de la célula 'y la acumulacion de sustancias de reserva (Bewley y
Black, 1985).

Los carbohidratos entre ellos la sacarosa en concentraciones de 3-6% son esenciales,
junto a bajas concentraciones de oxigeno en e medio, lo cual permite una total

maduracion y evitala germinacion precoz (Parrot et al., 1998).

Con un promedio de 7 embriones globulares producidos por callo en e medio sin
reguladores de crecimiento resulto superior estadisticamente Unicamente a promedio de
2.35 obtenido en e medio que contenia 0.1 mg/l de AIA y 0.1 mg/l de BAP. La
combinacion de AIA-BAP favorecié la maduracion de embriones maduros, superando
estadisticamente a promedio alcanzado en los demas tratamientos. La adicion de 2,4-D
con BAP incrementé e porcentgje de callos que formaron raices en € 93.75%; un
promedio intermedio del 65% se registrd en € medio con AIA y BAP, ligeramente
superior a porcentaje de 50% de calos con raices producidas en € medio sin

reguladores de crecimiento. Ver tabla 29.

Tabla 29. Resultados en la maduracion de embriones globulares en €l cultivar Masaya por efecto de
diferentes medios de cultivos. Letras iguales no difieren estadisticamente entre si, para la prueba de
rangos mUltiples de Duncan y Waller con a= 0.05

Trat. 24D AIA  BAP _ Variables
(medios) (mg/l) (mg/l) (mg/l) Embriones Embriones Ca}llos con
globulares  maduros raices (%)
1 0.0 0.0 0.0 7.00a 0.62b 50.00+11.4
2 0.01 0.0 0.1 3.87ab 0.62b 93.75+5.00
3 0.0 0.1 0.1 2.35b 1.80a 65.00+10.9

Medias + Error estandar

En la figura 24 a, b y ¢ se observan diferentes tipos de respuesta de los tejidos a los

medios de cultivos.

58



Figura 24. a) embriones en estado cotiledonar b) embriones maduros, ¢) explantes con formacién de

raices

Dottin (2000), obtuvo los mejores resultados en la maduracién de embriones en € medio
MS con 30 g/l de sacarosa sin reguladores de crecimiento con el 86.40%.

En @ cultivar Masaya los resultados indican que en e medio que no se le adiciond
reguladores del crecimiento, se increment6 € nimero de embriones globulares pero la
cantidad media de embriones maduros fue menor. También se comprobd que la
combinaciéon de AIA - BAP resulté mas efectiva para la maduracion de los embriones
gue la combinacion de 2,4-D y BAP. Al parecer la adicién de AlA paralaformacion de
embriones somaticos provocd un efecto residua en los tegjidos, que se expresa en la
siguiente fase de maduracion donde los callos produjeron raices, alin cuando los medios

de cultivos contenian bajas 0 ninguna concentracion de auxina.

De acuerdo a los resultados parece haber coincidencia con Dublin (1991) y Yeung
(1995), que afirman que & medio de cultivo sin 2,4-D, contribuye a la expansion celular
y la acumulaciéon de sustancias de reserva como proteinas, lipidos y amidén en €l

embrioén diferenciado.

Gomez (1988), destaca que medios de cultivo con 2,4-D, generan masas
proembriogénicas, pero inhibe el desarrollo de los embriones en etapas posteriores a la
induccion, mas ala de la etapa globular. Shoot (1997), en pldtano (Musa spp.) encontrd
gue los embriones maduraron sin 2,4-D germinando el 60% de ellosy con la adicion de
2,4-D, lagerminacion fue del 15%.
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4.2.5 Fase de germinacion de embriones

El porcentge de plantas germinadas fue superior en los medios que se le agregb 0.2 y
0.3 mg/l de BAP con el 70y & 75% respectivamente. El nUmero de plantas promedio no
presento diferencias estadisticas entre |os tratamientos. Sin embargo, en el medio testigo
se presentaron resultados inferiores reflgjando con ello que en € cultivar Masaya es

necesario la adicidn de citoquininas para laformacion de plantas. Ver tabla 30.

Tabla 30. Porcentaje de plantas del cultivar Masaya germinadas a partir de embriones globulares en
diferentes medios de cultivos, cultivar Masaya. Letras iguales no difieren estadisticamente entre si, parala
prueba de rangos multiples de Duncan y Waller con a= 0.05

Tratamientos BAP Sacarosa Variables
(medios de cultivo) (mg/l) g/ Plantas Ndmero de
germinadas (%) plantas
1 0.0 30.0 50+11.5 1.05a
2 0.1 30.0 45+11.4 1.10a
3 0.2 30.0 70+£10.5 155a
4 0.3 30.0 75+9.93 1.80a

Medias + Error estandar

En lafigura 25 se muestra plantas formadas a partir de embriones globulares.
.
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Figura 25. Planta formada a partir de embriones globulares maduros.

Liu (1997), dice que la incorporacion de citoquininas suelen ser determinantes en el
proceso de germinacion de embriones; durante la fase de histodiferenciacion compensa

el efecto negativo inducido por la auxina sobre el desarrollo de los meristemos.
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4.2.6 Enraizamiento

L as plantas enraizadas respondieron satisfactoriamente a experimento. En la tabla 31 se
muestran los resultados obtenidos para cada una de las variables evaluadas. Estos
resultados fueron similares a los obtenidos para las mismas variables en la fase de
enraizamiento de organogénesis directa.

Tabla 31. Resultados en promedio por planta, cuatro semanas después de enraizadas.

Variables promedios
Longitud de planta (cm) 2.87
NUmero de hojas 3.20
NUmero de raices 5.87
Numero de brotes 2.33

4.2.7 Aclimatizacion

Las plantas aclimatizadas presentaron 90% de sobrevivencia. Para las variables

evaluadas los resultados obtenidos se muestran en latabla 32.

Tabla 32. Resultados en promedio por planta, cuatro semanas después de aclimatizadas.

Variables promedios
Longitud de planta (cm) 3.24
NUmero de hojas 292
Diametro de pseudotallo (mm) 3.58

En las fases de enraizamiento y de aclimatizacion no se observaron variantes genéticas
reportadas por muchos autores, elemento importante, porque con € proceso de
embriogénesis se puede potenciar el empleo de técnicas de inmersion temporal para
incrementar los coeficientes de multiplicacion, que se sabe superan a la
micropropagacion. Otra la importancia que adquiere la embriogénesis somatica, es el
empleo de los tgjidos no diferenciados en la transformacion genética de este cultivo. En

lafigura 26 se aprecian las plantas aclimatizadas
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Figura 26. Plantas obtenidas de fase de aclimatizacion alos 30 dias.
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V. CONCLUSIONES
De acuerdo a los resultados obtenidos en e estudio realizado se puede llegar a las

siguientes conclusiones:

5.1. Organogénesis directa

En las diferentes fases de la organogénesis directa el cultivar Masaya mostré una
respuesta diferente de los explantes, tanto a medios de cultivos como a la fuente de

procedencia de los explantes iniciales.

1. El cultivar Masaya en la fase de establecimiento a los 30 y 45 dias con apices
extraidos de yemas terminales del cormo madre, se formaron mayores
porcentgjes de plantas en los medios suplementados con 1 mg/l de AIA mas 1
mg/l de BAP; a los 60 dias se mantuvo la tendencia a responder mejor con €l
mismo medio y con 2 mg/l de BAP. Con &pices extraidos de yemas axilares la
formacion de plantas a los 30 dias se favorecio en el medio que contenia0.5y 1
mg/l de AIA con 1 mg/l de BAP, y alos 45 dias con 1 mg/l de AIA combinado
con 1 mg/l de BAPy con 2 mg/l de BAP sin auxinay por ultimo alos 60 dias €
porcentaje de plantas formadas se incrementa en los medios suplementados con 1
y 2mg/l de BAPconosinAlA.

2. El cultivar Masaya con plantas que se formaron a partir de yemas terminales en
la fase de multiplicacion, en e primer subcultivo se obtuvieron los mayores
promedios de brotes axilares en los medios que contenian dosis de 1 mg/l de
BAP con o sin AIA; mientras que en €l segundo y tercer subcultivo la brotacion
fue mayor con la adicion de 0.50 mg/l de AIA mas 2 mg/l de BAPy con 0.0y
0.25 mg/l de AIA més 3 mg/l de BAP respectivamente. Con yemas axilares en €l
primero y segundo subcultivos se obtuvieron los mayores promedios de
brotacion con 0.0 mg/l de AlA y adicionado con 1 6 3 mg/l de BAP; en €l tercer
subcultivo con 0.25 mg/l de AIA méas 2 mg/l BAP.
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3. En lafase de enraizamiento, la emisiéon de raices a partir de plantas regeneradas
de yemas terminales fue mayor en e medio de cultivo de consistencia liquida
con las sales reducidas en su concentracion al 50%, aunque fue estadisticamente
similar a las raices producidas en el medio solido con las sales a 100%. En
plantas regeneradas de yemas axilares la produccion de raices fue mayor en €
medio liquido con las sales a 50%, y de consistencia solida con las sales a 100
%y 1mg/l de AlA.

4. En la fase de aclimatizacion, e cultivar Masaya con plantas provenientes de
yemas terminales y previamente enraizadas en un medio liquido con las salesM S
al 100%, la sobrevivencia fue del 100%; con plantas propagadas de yemas
axilares €l porcentgje de sobrevivencia fue mayor con un 96% en e medio de
consistencia liquida con lasales a 100% y en los medios con las salesa 50 %y
en las dos consistencias la sobrevivencia fue del 96%.

5. Para €l efecto de densidad de explantes por contenedor, e cultivar Masaya con
plantas formadas a partir de yemas terminales como de yemas axilares, 10s
promedios de brotacion axilar fueron mayores cuando se inocularon 4 explantes

por contenedor con volumen de 200 ml.

6. Con e sistema de inmersion tempora automatizado (RITA) e cultivar Masaya
con plantas regeneradas a partir de yemas terminales fue mayor el promedio de
brotacion axilar, con frecuencia de 3 inmersiones por dia durante 7 minutos, pero
propicié el efecto de hiperhidricidad principalmente en las hojas de las plantas.
Con plantas obtenidas a partir de yemas axilares la brotacion axilar fue mayor
con frecuencia de 2 inmersiones por dia durante 7 minutos, no asi e efecto de

hiperhidricidad que fue menor.
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5.2. Embriogénesisindirecta

1. En € cultivar Masaya, la relacion mayor porcentaje de formacion de callos y
menor formacion de plantas se obtuvo en el medio constituido por las sales MS
al 100 % con 3 mg/l de 2,4-D.

2. En la fase de multiplicaciéon, el mayor porcentgje de callos en crecimiento se
formaron en el medio que se le adicionaron 10 % de agua de coco y 0.4 mg/l de
Kinetina.

3. En la fase de formacion de embriones somaticos, en el medio con 30 mg/l de
AlA se obtuvo e mayor porcentge embriones globulares en un 75% y mayor
nimero de embriones globulares promedios.

4. En la fase de maduracion de embriones, e mayor promedio de embriones
globulares maduro se obtuvo en e medio que se le agreg6 0.1 mg/l de AlIA 'y 0.1

de BAP.

5. En lafase de germinacion de embriones el mayor porcentaje de plantas formadas

se alcanz6 cuando se adicion6 0.3 mg/l de AlA.

6. En lafase de enraizamiento € nimero de raices promedio, fue de 5.87 similar a

comportamiento de organogénesis directa.

7. En la fase de aclimatizacion el porcentaje de sobrevivencia de plantas fue del
90%.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Adicionar BAP en combinacion con AIA cuando se utilicen apices extraidos
tanto de yemas terminales como de yemas axilares en las fases de

establecimiento y de multiplicacion.

2. De acuerdo aladindmica de crecimiento observada en la fase de establecimiento
los apices extraidos tanto de yemas terminales como de yemas axilares, pueden
ser divididos longitudinamente en dos partes y transferidos a un medio de

multiplicacion entre las 2 y 3 semanas de establ ecidos.

3. Redizar estudios que permitan controlar, en recipientes (RITA) los efectos de
hiperhidricidad en las plantas, considerando el tiempo y frecuencia de inmersion,
el contenido de citoquininas y la concentracion de las sales en e medio de

cultivo.

4. Estudiar €l efecto en la tasa de brotacién axilar en la fase de multiplicacién con

contenedores de diferentes volimenes.

5. Redlizar estudios de embriogénesis somética haciendo uso de los recipientes de
inmersién temporal automatizada.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1. Materiales y equipos

Agua destilada Hidréxido de potasio (KOH)
Agua desionizada Frasco de vidrio (Capacidad 250ml)
Alcohol Horno*

Algoddn Marcadores

Bandeja de laboratorio Mecheros Bunsen

Bandeja de aclimatacion (60 orificios) Masquitake

Autoclave* Papel aluminio

Balanza analitica* Pinzas

Bolsas plasticas Pipetas

Beakers Regla milimetrada

Papel kraft Placas petri

Calentador el ectromagnético* Peachimetro*
Camarafotogréfica* Reguladores de crecimientos
Cinta adhesiva Sacarosa

Cuchillo Phytagel

Destilador de agua* Reactivos varios
Desionizador de agua* Tubos de ensayo

Escalpelo y cuchillas Humus

Gradillas Esteriocopio*

* Equipos
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Anexo 2. Composicion del medio de cultivo base de Murashige y Skoog (1962)
utilizado en el laboratorio.

Macroelementos M S mg/|
NH4NO3 1,650.00
KNO3 1,900.00
CaCl2.2H20 440.00
MgS04.7H20 370.00
KH2PO4 170.00

MicroelementosM S mg/|
MnS04.H20 16.90
ZnS04.7H20 8.60
H3BO3 6.20
Kl 0.83
Na2Mo004.2 H20 0.25
CuS04.5H20 0.025
CoCl2.6H20 0.025

FeEDTA mg/I|
FeS0O4.7 H20 27.80
Na2EDTA.2 H20 37.30
Compuestos or ganicos mg/l
Acido nicotinico 0.50
Pirodoxina HCI 0.50
TiaminaHCI 0.10
Glicina 2.00
Myo-inositol 100.00
Agente gdlificante gl
Agar (Phytagel) 3.00
Sacarosa 30.00
pH del medio 5.8

Anexo 3. Laboratorio de cultivo de tejidos vegetades del Programa de Recursos
Genéticos Nicaraglienses (REGEN) de la Universidad Nacional Agraria.




Anexo 4. Proceso de propagacion in vitro de quequisque.

a) Seleccion de plantas b) Reduccion de los tejidos c) Fase de

madres establecimiento

g) Plantacion comercial

=7 =

d) Fase de multiplicacion

f) Fase de aclimatizacion e) Fase de enraizamiento
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Anexo 5. Fases de produccion en el proceso de micropropagacion clonal.

S

Fases

Fase O

Fasel

Fase 2

Fase3

Fase 4

Fase 5

Procesos de propagacion en € laboratorio ?

|

L ocal del laboratorio

—{ Actividadesa desarrollar donde serealizan las
ﬂ actividades
Seleccion y colecta de material Plantillos de productoresy/o
[E— vegetativo a propagar . ——>| demateriales genéticos
introducidos al pais.
Limpiezay desinfeccion delos Cuarto delavadoy

m— tgjidos a propagar in vitro. ——>| preparacion de medios de

cultivos.

2

Desinfeccion y reduccion de Cuarto detransferenciade
——>| tgidosparasu establecimiento ~| tejidosy cuarto de
en condiciones asépticas. crecimiento.
Proceso de multiplicacién | Cuarto detransferencia de
— Por subcultivos (Cortede = tejidosy cuarto de
tejido) crecimiento.
—> | Enraizamiento deplantasin Cuarto detransferencia de
vitro. = tgjidosy cuarto de
crecimiento.
Aclimatizacién de plantasin
vitro en condiciones ambientales. Sombreadero

Comercializacion de
plantas
propagadasn vitro.
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Anexo 6. Costo de latesis en el proceso de investigacion.

CONCEPTO

Primer borrador
Segundo borrador

Tercer borrador
Tesisfina

Tesis corregida

CD

Disquete

fotocopias

Alquiler de computadora
Costo total

CANTIDAD

FNNRWR R P
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C/U
C$
250.00
250.00
350.00
350.00
350.00
25
8

COSTO TOTAL
C$
250.00
250.00
350.00
1050.00
1400.00
50.00
16.00
250.00
500.00
4116.00



Costo dereactivos, decristaleriay materialesde laboratorio

N Descripcion Cantidad Costo Unitario Costo total

Reactivos 492.52

1 Medio de cultivo conocido como 1 frascos 126.66 126.66

Murashige y Skoog.

Phytagel. 1kg 345.86 345.86
Fitohormonas - - 20.00
Cristaleria 126.28

4 Gradillas (tube rack) para tubos de 2 16.51 33.02
ensayos (25 mm para 40 tubos).

5 Tubos de ensayo (Pirex) de 25 x 40 1.38 55.20
150 mm.

6 Tapones para tapar  tubos de 40 0.14 5.60
ensayos (tube closure)

Frascos para propagacion 120 0.072 8.64
Beaker de 2 litros. 1 14.60 14.60
Beaker de 1 litro 1 9.22 9.22
Materiales delaboratorio 266.76

10  Alcohol 1 Galon 10.00 10.00
11  Cloro 1 Galon 241 241
12 Algoddn 1Libra 7.85 7.85
13  Sacarosa 1kg 1,40 1,40
14  Léminasdeauminio 2 211 4.22
15  Plastico de empaque lrollo 14.81 14.81
16  Cintaadhesiva 3 0.60 1.80
17  Detergente 1 bolsa 241 241
18 Bandegaspléasticas 2 1.16 2.32
19  Sustrato (humus) 1qq 5.54 5.54
21  Comprade materia vegetativo 100 0.14 14.00
22  Transporte 1 colectas 2 dias 75.00 150.00
23  Luzyagua - - 50.00
Total $ US. 885.56
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IX.

Adventicio

Auxina

Citoquinina

Callo

Embriogénesis somatica

Embriogénesisindirecta

Esterilizacion

Explante

Friable

Habituacion

Hiperhidricidad

Invitro

GLOSARIO

Estructura que se origina en un sitio no usual para €lla,
especialmente en un tejido adulto.

Comprende una gran familia de sustancias reguladoras
de crecimiento ya sea natural, como e AlA, o sintética
como € 2,4-D, el ANA y IBA, que tienen en comun la
capacidad de producir un agrandamiento y alargamiento
celular, y se cree que promueven la division celular en
el cultivo detgjidos.

Sustancias naturales como la KIN (6-furfuril-
aminopuring) y sintéticas como e BAP, cuya funcion
principal esestimular ladivision celular

Es un tgiido constituido por células parenquimatosas,
coherente pero no organizado y amorfo producido por
unavigorosadivision celular.

Proceso de iniciacion y formacion de un embrion a
partir de células sométicas.

La formacion indirecta de embriones somaticos desde
callo o suspensiones celulares.

Es el proceso mediante el cual cualquier material, sitio o
superficie se libera completamente de cualquier
microorganiSmo Vivo o espora

Fragmento o tgjido excisado de material parental (tgjido
u Organo) parainiciar un cultivo in vitro.

Que se desintegra o desmenuza facilmente, usado para
clasificar un tipo de callo con tendencia a la separacion
de sus céulas.

Capacidad de un cultivo a adaptarse a un cambio o
modificaciones.

Fendmeno que afecta negativamente un cultivo in vitro
debido a una alta presion hidrica dentro del contenedor
sobre €l tgjido, explante o plantula ya formada.

En un ambiente artificia estéril, tipicamente un
recipiente de vidrio con medio de cultivo.
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Organogeéenesis

Organogénesisdirecta

Subcultivo

Sustrato

Vitrificacion

Es la formacion adventicia de drganos como tallos,
raices hojasy flores.

Cuando se transfieren al medio de cultivo un explante
adecuado, y brotes de tallo, raices, embriones somaticos
y primordios floraes se desarrollan directamente del
explante sin pasar por €l estado de callo.

Division con transferencia de una parte de cultivo a un
medio nuevo, generalmente en otro recipiente.

Incluye el efecto de todos los componentes del medio
nutritivo

Presente en la micropropagacion, llamada también
transformacion hiperhidrica, es un desorden fisiol6gico
acumulativo y de origen desconocido que aparece a
azar normamente durante la fase de proliferacion y
Unicamente en plantas no enraizadas. Se aplica a todas
las clases de funcionamiento fisiologico aterados,
debidos al estado anormal del agua en el contenedor de
cultivos
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