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RESUMEN

La poliploidia es un mecanismo evolutivo en algunos grupos de animales y vegetales que les
confiere ventajas adaptativas al medio donde se desarrollan; mayor vigor, tamafio y
caracteristicas deseables para el hombre. La manipulacion de la ploidia es utilizada en el
fitomejoramiento para producir cultivares mejorados. La colchicina es ampliamente aplicada
en la induccion de poliploides. Indicadores morfoldgicos y citologicos son utilizados como
métodos indirectos para proyectar poliploidias en plantas. ElI quequisque (Xanthosoma
violaceum Schott) mundialmente es atacado por el Mal seco (Pythium myriotylum), que reduce
hasta en 100% los rendimientos. No existen cultivares diploides resistentes a la enfermedad. A
plantas del cultivar Nueva Guinea se aplicé in vitro 0.0, 6.25, 12.5, 18.75 y 25 mg I de
colchicina (tratamientos testigo, 1, 2, 3 y 4 respectivamente) por 40 dias. En invernadero se
evalud la altura de planta, nimero, largo y ancho de hojas. Se cortd 1 cm? del 4pice, parte
media y base de las hojas para evaluar con micrémetro la densidad y tamafio de estomas en la
hoja y el nimero de cloroplastos. 23 dias después del trasplante (ddt) los tratamientos
registraron plantas estadisticamente diferentes en altura, largo y ancho de hojas. A los 53 ddt
las plantas no registraron diferencias estadisticas entre los tratamientos en las variables
morfoldgicas pero si en las variables citoldgicas. Las concentraciones de colchicina 18.75y 25
mgl™ indujeron disminuciones en la altura de planta, largo y ancho de hojas. Las
concentraciones 6.25 y 12.5 mgl™ resultaron en menor nimero de estomas por cm? mayor

tamafio de estomas y concentracién de cloroplastos en estos.

Palabras claves: Colchicina, Xanthosoma, mejora genética, mal seco, estomas, cloroplastos.
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ABSTRACT

Polyploidy is an evolutionary mechanism in some groups of animals and plants that gives
them adaptive advantages to the environment where they live; greater vigor, size and desirable
characteristics for the human being. The ploidy manipulation in plant breeding to produce
improved cultivars is used. Colchicine is widely utilized in inducing polyploidy.
Morphological and cytological indicators are being used as indirect methods to project
polyploidy in plants.Cocoyam (Xanthosoma violaceum Schott) is worldwide attacked by root
rot disease (RRD) (Pythium myriotylum), which reduces up to 100% vyields. There are not
diploid cultivars resistant to RRD. Different levels of colchicine (0.0, 6.25, 12.5, 18.75 and 25
mg 1™, treatments control, 1, 2, 3 and 4 respectively) were in vitro applied for 40 days, to
plants of the cultivar Nueva Guinea. At greenhouse, the height of plants, number, length and
width of leaves were evaluated. 1 cm? from the apex, middle and base of the leaves of the
plants from the treatments, was cut off to evaluate the density and size of stomata and the
number of chloroplasts. 23 days after transplanting (DAT) treatments registered
plants statistically superior in height, length and width of leaves. At 53 DAT plant recorded
statistical differences between treatments only on cytological variables. Colchicine
concentrations of 18.75 y 25 mgl™ induced increases in plant height, length and width of
leaves. Concentrations 6.25 y 12.5 mgl™ resulted in lesser number of stomata per cm?, and the
longest stomata and higher chloroplast concentration.

Keywords: Colchicine, Xanthosoma, root rot, stomatas, chloroplasts.
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I. INTRODUCCION

El quequisque (Xanthosoma violaceum Schott) es originario de Ameérica, su distribucion
comprende las zonas tropicales de Centro América, Sudamérica y el Caribe, donde se

encuentran alrededor de 57 especies (Mayo et al., 1997).

En la década de los ochenta la demanda internacional de quequisque motivé a los agricultores
del trépico humedo Nicaragiiense a sembrar areas destinadas a la exportacion. Para iniciar la
siembra del cultivo e incrementar las areas existentes importaron semillas provenientes de
Costa Rica, estas semillas no tuvieron inspeccion fitosanitaria y no pasaron por ninguna norma
cuarentenaria, como consecuencia se introdujo el mal seco. Esta enfermedad es la mas
devastadora del quequisque y puede reducir rendimientos en su totalidad. Causada por el hongo
Pythium myriotylum, ataca las raices de la planta y se disemina a través del material de
propagacién, contaminando los suelos donde persiste por muchos afios (Reyes et al., 2013).

En los ultimos afos la demanda nacional e internacional de quequisque ha aumentado
significativamente, contradictoriamente, CETREX (2013) reporta una drastica y continua
reduccion en las exportaciones. En 2007 se exportaron 13,463.62 t de quequisque y en 2013
alrededor de 320.56 t, una disminucion del 97.62 % en volumen de exportacion. Reyes y
Saavedra (2012) atribuyen las dréasticas reducciones en la produccién y rendimientos en las
areas anteriormente destinadas para el cultivo, a la contaminacion de los suelos con el mal seco.
Por esta razon, los agricultores del tropico humedo han migrado la produccién hacia las
montafias con suelos virgenes, trayendo como consecuencia el avance de la frontera agricola,

despales, diseminacion de la enfermedad y aumento en los costos de produccion.

A nivel mundial se han impulsado estudios de mejora genética en quequisque con la finalidad
de obtener cultivares con mayores volimenes de produccion, resistencia a plagas y
enfermedades, adaptacion a nuevas zonas de cultivo, entre otros. Astudillo (2005) manifiesta
que varios autores han investigado la citogenética basados en la manipulacion de la poliploidia

como técnica de mejora genética de plantas.



Todas las variedades comerciales de Xanthosoma hasta la fecha son diploides y altamente
susceptibles a la enfermedad. Mayo et al., (1997) reporta que el nimero cromosoémico varia de
2n=22, 24, 26, 39, 52. Cordero (1986) y Garcia (1990) afiaden la existencia de 2n=24
cromosomas para Xanthosoma violaceum y Esnard et al., (1993) reporta 2n=26 para
Xanthosoma sagittifolium. Existen poliploides naturales (4x y 5x) que muestran tolerancia a los
efectos severos del mal seco, pero estos no producen un tamafio comercial de los cormelos
(Sotomayor et al., 1989). La mejora a través de cruces heteroploides entre los diploides y
tetraploides no han tenido éxito, probablemente a la incompatibilidad de ploidias (Tambong et
al., 1998).

Hassawi y Liang (1991), Poehlman (1987) sefialan que la colchicina es el quimico mas
ampliamente aplicado y mejor estudiado que induce poliploides. Dewey (1979) menciona que
hacia 1979 alrededor de 150 especies se han duplicado el nimero cromosémico utilizando
colchicina.

La identificacion de plantas poliploides se puede realizar con seguridad por métodos
citologicos y mediante conteo de cromosomas; estos exigen una gran inversion de trabajo y
recursos. Por eso al principio, se utilizan caracteres indirectos (morfoldgicos) que no proveen
un criterio definitivo sobre el grado de poliploidia pero que son suficientemente seguros para
las posibilidades del mejoramiento. Sin embargo, la expresion de estos caracteres no significa
que haya una poliploidizaciéon exitosa o que la falta de dichos criterios sea prueba de
inefectividad del tratamiento (Rodriguez et al., 1981).

Algunos caracteres han sido encontrados mas fiables que otros, estos incluyen diametro del
polen, tamafio de semilla, tamafio de estomas y nimero de cloroplastos en las células guarda u

oclusivas del estoma (Standring et al., 1990).



1. OBJETIVOS

General

Evaluar el efecto de la aplicacion in vitro de colchicina sobre caracteres morfoldgicos y
citoldgicos en plantas de quequisque (Xanthosoma violaceum Schott) Cv. Nueva Guinea en

laboratorio e invernadero.

Especificos

1. Evaluar el efecto de cuatro concentraciones de colchicina sobre el largo, ancho,
namero de hojas y altura en plantas de quequisque in vitro e invernadero.

2. Determinar el nimero, tamafio de estomas y nimero de cloroplastos presentes en

las células oclusivas de los estomas en plantas tratadas in vitro con y sin

colchicina.



I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1.  Ubicacion y fechas del estudio

La produccion in vitro de plantas y la aplicacion de colchicina se realizo en el laboratorio de
cultivo de tejidos vegetales de la Universidad Nacional Agraria en el periodo Febrero-Julio
2012,

3.2.  Disefio metodoldgico

Se utilizaron plantas de quequisque del cultivar Nueva Guinea procedentes de las areas

comerciales de ese municipio.

Las plantas in vitro fueron establecidas en tubos de ensayo conteniendo 10 ml del medio MS
(Anexo 1) con las concentraciones de colchicina 0.00, 6.25, 12.50, 18.75 y 25.00 mg I™* segtn
metodologia de Esnard et al., (1993) por 40 dias. A continuacion, se colocaron en el medio de
cultivo MS + 0.5 mg I AIA para inducir enraizamiento por 40 dias (Anexo 2). Posteriormente
fueron trasladadas al invernadero a bandejas conteniendo compost durante 15 dias (Anexo 3) y
luego trasplantadas a bolsas de polietileno con compost donde permanecieron por 53 dias. Se

evaluaron 5 plantas por cada tratamiento. La Figura 1 esquematiza el procedimiento realizado.
3.3. Manejo del ensayo
La primera etapa del estudio se realizd en laboratorio, las plantas estuvieron en estas

condiciones por 80 dias. Posteriormente las plantas fueron trasladas a invernadero donde se

mantuvieron por 68 dias (Figura 1).



Plantas in vitro Plantas en medio MS + Plantas en medio Plantas en bandejas
colchicina (40 dias) MS+AIA (40 dias) (15 dias)

3
Medicion de plantas, estomas y Plantas en bolsas de
conteo cloroplastos polietileno (53 dias)
Figura 1. Proceso de aplicacion in vitro de colchicina y la evaluacion de caracteres en

plantas de quequisque cv. Nueva Guinea.

3.4. Variables evaluadas

3.4.1. Morfoldgicas

Se realizd una evaluacion de altura a las plantas in vitro a los 35 dias después de sembradas
(dds) en el medio MS con las concentraciones (0.00, 6.25, 12.50, 18.75, 25.00 mgl™) de
colchicina, esta se efectud colocando una regla al lado de cada tubo de ensayo.

En invernadero a los 23 y 53 dias después del trasplante (ddt) a bolsas de polietileno se evallo

altura de planta, numero, largo y ancho de hojas.

- Altura de planta (cm). Medida a partir de la base del pseudotallo hasta la insercion del
peciolo de la hoja de mayor altura en la planta.

- Ndmero de hojas. Hojas verdes totales presentes en la planta.

- Largo de hoja (cm). Desde el punto de insercion del peciolo de la hoja hasta la punta de la
hoja

- Ancho de hoja (cm). Cruzando horizontalmente el punto de insercién del peciolo de la hoja.



3.4.2. Citoldgicas

A los 53 ddt se seleccion6 al azar una hoja por planta de cada tratamiento, entre las 7:00-9:00
am. Las hojas se cortaron y se llevaron inmediatamente al laboratorio, cada hoja se dividié en
tres partes (apice, medio y base) y se tomé en cada una de estas 1 cm? de superficie. En total se
evaluaron 15 muestras por tratamiento las que se sumergieron en una solucion de Kl-1 por 5
minutos. Dicha solucion se prepardé mezclando 1 g de yoduro de potasio + 1 g de yodo en 100
ml de alcohol al 80% (Huaman, 1995), posteriormente se evaluaron en el microscopio a 100X

las siguientes variables.

- Numero de estomas por cm?. Se realiz6 el conteo de los estomas presentes en el envés de la
hoja con ayuda de un contador manual de células.

- Largo de estoma. Medido verticalmente al ostiolo. Se seleccionaron 20 estomas al azar y se
midieron con un micrometro colocado en el microscopio, para un total de 300 estomas
medidos por tratamiento.

- Cloroplastos en células oclusivas del estoma. Los estomas seleccionados para su medicion

se fotografiaron y posteriormente se realizo el conteo visual de cloroplastos presentes.

3.5. Analisis de los datos

Las pruebas estadisticas paramétricas (Tuckey) se usan cuando la media aritmética y desviacion
estdndar de las muestras tienden a tener una distribucion normal, con varianzas similares
(homogeneidad) y el tamafio de las muestras es suficiente. En caso que no se cumplan estos
requisitos y el tamafio de la muestra sea menor a once casos, el empleo de las pruebas no

paramétricas (Test Friedman) esta indicado.

Los datos de las variables morfoldgicas: altura de plantas, nimero, largo y ancho de hojas, se

analizaron estadisticamente con el Test de Friedman a 0.05%.

El analisis estadistico de los datos de las variables citoldgicas: nimero de estomas por cm?,
tamafo del estoma y nimero de cloroplastos presentes en células oclusivas se realizé mediante
el andlisis de varianza (ANDEVA) seguido de la prueba de separacion de medias de Tukey a un

nivel de confianza del 95%.



IV. RESULTADOSY DISCUSION

4.1. Variables morfologicas

Stebbins (1971) sefiala como uno de los efectos inmediatos de la poliploidia en plantas el
aumento en el tamafio y masa celular, esto no siempre origina un aumento en el tamafio total de
la planta, pues usualmente se restringe a flores y semillas. Rees (1972) describe como otro
efecto, la disminucion de la velocidad de crecimiento como consecuencia de una mayor
duracién del ciclo celular, aunque esto no es universal pues algunas especies con distintos

niveles de ploidia el ciclo no varia significativamente.

A los 35 dias después de la exposicion a la colchicina las plantas in vitro de los tratamientos
testigo, 1 (6.25 mgl™) y 2 (12.50 mgl™), registraron alturas estadisticamente superiores al resto
de tratamientos. Los tratamientos 1 y 2 a los 23 ddt continuaron siendo estadisticamente
superiores, en cambio a los 53 ddt no hubo diferencias estadisticas significativas entre los

tratamientos en la variable altura (Cuadro 1).

Cuadrol. Promedios y categorias estadisticas de altura evaluadas en tres fechas a plantas
in vitro tratadas con colchicina.

Concentracién de Alturas de plantas (cm)
Tratamientos colchicina (mgl™) In vitro (dds) Invernadero (ddt)
35 23 53

Testigo 0.00 3.7ab 35D 17.3a
T1 6.25 49a 3.7a 195a
T2 12.50 3.8ab 41a 15.7 a
T3 18.75 3.2 bc 15 cd 14.7 a
T4 25.00 15 ¢ 13 d 11.7a

Medias seguidas por la misma letra no difieren estadisticamente entre si, categorias estadisticas segun prueba de Friedman (o =
0.05).

Sanchez y Matos (2012) sefialaron que en plantas de Aloe vera L tratadas con colchicina al
0.05% y 0.10% durante 48 horas se logré un incremento en la altura de plantas, longitud, ancho

y espesor de las hojas y del volumen foliar tanto en plantas tratadas como en hijuelos de estas.



La Figura 2 refleja el aspecto de las plantas in vitro a los 35 dias después de ser tratadas con
colchicina, se observa las diferencias en crecimiento y altura, principalmente el tratamiento 4

(25.00 mgl™ de colchicina) que manifesté un bajo desarrollo visible con respecto a los otros

tratamientos.

Figura 2. Aspecto de las plantas in vitro creciendo en medios de cultivo con las
concentraciones: a = Testigo, b = 6.25, ¢ = 12.50, d = 18.75, e = 25.00 mgl™ de

colchicina a los 35 dds.



Las concentraciones de colchicina no tuvieron influencias estadisticas significativas sobre el
namero de hojas en las evaluaciones realizadas en invernadero a los 23 y 53 ddt. A los 23 ddt
las plantas testigo y de los tratamientos 1 (6.25 mgl™) y 2 (12.50 mgl™) resultaron
estadisticamente superiores a los tratamientos 3 y 4 en ancho y largo de hojas. Las diferencias
estadisticas que registraron los tratamientos a los 23 ddt en las variables morfoldgicas no
persistieron a los 53 ddt, esto puede atribuirse a que la colchicina en las concentraciones o en el
tiempo utilizado inducen cambios morfolégicos temporales en las plantas y que la unica
variacion entre los tratamientos es la velocidad inicial de crecimiento y no el tamafio final
(Cuadro 2).

Cuadro2. Promedios y categorias estadisticas de las variables nimero, largo y ancho de
hojas de plantas in vitro tratadas a concentraciones de colchicina evaluadas en
invernadero a los 23 y 53 ddt.

., , . . Ancho de hojas

Tratamientos ggrccheiré;c;:c(l%n Idle) NUmero de hojas Largo de hojas (cm) (cm)
g 23 53 23 53 23 53
Testigo 0.00 2a 3a 31la 99a 20a 6.8a
T1 6.25 2a 3a 29a 99a 18a 78a
T2 12.50 2a 2a 3.lab 9.6a 22a 7.6a
T3 18.75 3a 3a 1.9 bc 8.la 1.2 bc 6.1a
T4 25.00 3a 3a 1.0 ¢ 50a 07 ¢ 50a

Medias seguidas por la misma letra no difieren estadisticamente entre si, categorias estadisticas seglin prueba de Friedman (o =
0.05).

En trabajos con Aloe vera L, Molero y Matos (2008) evaluaron y corroboraron la estabilidad de
los efectos 4 meses después de la aplicacion de colchicina (0.15% por 24 h a 35 °C),
verificando en las plantas tratadas un incremento en los valores de las caracteristicas
morfoldgicas y que presentan mayor vigor. Segun Imery y Cequea (2001) con un mayor tiempo
de exposicion a la colchicina las plantas alcanzan un mayor nivel de ploidia que se transmite en
forma vegetativa, a diferencia de los tratamientos con tiempos de exposicion cortos donde la
probabilidad del efecto directo de la colchicina sobre las células meristematicas se reduce
debido a la poca accidn en las capas superficiales y contacto con las células de la interfase en la

que la colchicina no ejerce ninguna actividad antimitostéatica.



La Figura 3 ilustra las plantas por tratamiento a los 53 ddt las cuales no registraron diferencias

estadisticas significativas.

Figura 3. Plantas tratadas con las concentraciones de colchicina: a=Testigo, b=6.25,
c=12.50, d=18.75, e=25.00 mgl™ evaluadas a los 53 ddt

10



La Figura 4 muestra el efecto de las concentraciones de colchicina sobre las variables
morfolégicas ancho y largo de hoja a los 23 ddt. Hubo una tendencia al aumento paralelo entre
los valores de las variables y las concentraciones entre 6.25 y 12.50 mgl™ de colchicina. Sin
embargo, a concentraciones mayores a 12.50 mgl™ el comportamiento es inverso; descendieron

los valores de las variables conforme aumentaban las concentraciones de colchicina.

3.5 -

B Largo de hoja

OAncho de hoja

Testigo 6.25 12.50 18.75 2500 Mgt

Figura 4. Efecto de las concentraciones de colchicina sobre el ancho y largo de hoja a los
23 ddt.

Rodriguez et al., (1981) refieren que un aumento en los valores morfol6gicos esta relacionado
con un aumento favorable en el grado de ploidia. Sin embargo, las poliploidizaciones por
encima del grado de 4n (tetraploides) no producen en muchos casos ningun resultado sino que
conducen a retardamientos del crecimiento y del desarrollo. EI grado 6ptimo de ploidia

depende de la especie.
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Existen estudios anteriores de Esnard et al., (1993), Tambong et al., (1998) y Doungous et al.,
(2011) sobre el uso de colchicina como inductor de tetraploidia en Xanthosoma sagittifolium
(2n=26). Sin embargo, estos no precisan datos de los efectos de la colchicina a diferentes
concentraciones, tiempos y tipos de exposicion, temperatura etc. sobre los caracteres
morfolégicos y citoldgicos, tampoco se encontrd informacién previa de la especie utilizada en
este estudio [Xanthosoma violaceum (2n=24)].

Esnard et al., (1993) utilizaron concentraciones de 12.5, 25 y 50 mgl™ de colchicina
incorporados en el medio de cultivo durante 8 dias, estos produjeron diploides (2n=26),
tetraploides (2n=52) y aneuploides (2n-2= 24) respectivamente. Los diploides produjeron en
promedio una hoja y 4 retofios mas por planta que las tetraploides, mientras que la altura de

plantas aumento6 aproximadamente a la misma velocidad entre los tratamientos.

En cambio, Tambong et al., (1998) utilizaron concentraciones de 1.25 mM (498 mgl™) y 2.5
mM (997.5 mgl™) de colchicina en un medio B5 durante 2, 4 y 8 dias y manifestaron que el
tiempo de exposicion no afecta la duplicacion cromosémica. Doungous et al., (2011) utilizaron
0.05% de colchicina por 3y 7 dias, a los 3 dias las plantas no exhibieron aumento en el nimero
de cromosomas mientras que a los 7 dias se produjeron 30% tetraploides y 60% mixoploides y

gue un aumento en la concentracion de colchicina no indujo plantas tetraploides.

Para Ganapathi y kargi (1990) y Namdeo (2007), ademas de la concentracion y el tiempo de
exposicion, hay otros factores exégenos como la etapa del cultivo y la temperatura que influyen
en la efectividad de la colchicina. Al aumentar la temperatura se activa el trabajo del
protoplasma lo que produce una elevacion en la velocidad de crecimiento y en la tasa de
division celular, producto de la aceleracion de los procesos metabdlicos en la planta. Tambong
et al., (1998) menciona como otro factor el tipo de exposicion, cuando los tejidos
meristematicos estan completamente sumergidos en un medio con colchicina el transporte a las
células en divisién activa del meristemo es alta y consistente, a diferencia de otras plantas en el

que el meristemo crece lejos del medio o en el suelo.
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4.2  Variables citoldgicas

Una de las consecuencias mas tipicas de la poliploidizacién es el aumento del volumen de las
células. Medidas comparativas del volumen de las células entre especies diploides y otras
tratadas con colchicina se pueden realizar mas facilmente mediante las células epidérmicas, los
estomas y los granos de polen. En muchos casos se presentan también cambios en el nimero de
cloroplastos en los estomas, a consecuencia de la alteracion del nimero de genomas, con lo
cual el mayor grado de poliploidia produce también el mayor numero de cloroplastos
(Rodriguez et al., 1981).

Las plantas sometidas a los tratamientos registraron diferencias estadisticas significativas en el
nGmero de estomas por cm?, largo de estomas y niimero de cloroplastos en células oclusivas del
estoma. El nimero de estomas por cm? registré 4 categorias estadisticas. Las plantas testigos
mostraron mayor nimero de estomas pero estos fueron mas cortos. Las plantas de los
tratamientos 1 (6.25 mgl™) y 2 (12.50 mgl™) obtuvieron el menor nimero de estomas por cm?
aunque mas largos y presentaron una mayor cantidad de cloroplastos en las células oclusivas

del estoma (Cuadro 3).

Cuadro 3. Promedios y categorias estadisticas de las variables citoldgicas evaluadas en
plantas en invernadero a los 53 ddt.

Promedios y categorias estadisticas

. Concentraciéon de -

Tratamientos Colchicina (mgl™) Numero de estomas Numero de
2 Largo estomas ( pum) cloroplastos por
por cm
estoma

Testigo 0.00 1009 a 1990 c 14 b
T1 6.25 683 d 21.13a 24 a
T2 12.50 686 d 20.75 ab 24 a
T3 18.75 729 ¢ 2049 b 14 b
T4 25.00 801 b 2045 b 14 b

Medias seguidas por la misma letra no difieren estadisticamente entre si, seglin prueba de separacion de medias Tuckey (o =
0.05).
“ um=1x10"cm
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La Figura 5 ilustra el efecto de la colchicina sobre la cantidad de cloroplastos en las células
oclusivas del estoma, la mayor concentracion se registro en los tratamientos 2 y 3 (6.25 y 12.50

mgl™) (Ver también Anexo 4).

S

a \ - , p

K .4 . i VN * - i " -

Figura 5. Cloroplastos en células oclusivas del estoma en hojas de plantas tratadas a las
concentraciones a=Testigo, b=6.25, ¢=12.50, d=18.75, €=25.00 mgl™ de
colchicina evaluadas a los 53 ddt.

-

Las concentraciones de colchicina entre 6.25 y 12.50 mgl™ (tratamiento 1 y 2) inducen una
disminucién en la cantidad de estomas por cm? y un aumento en el tamafio y nimero de
estomas. Prevalece el comportamiento ocurrido en las variables morfoldgicas, utilizando
concentraciones superiores a 12.50 mgl™ de colchicina ocurre un comportamiento inverso. El
largo de estomas tiene una relacion inversamente proporcional con el nimero de estomas por
cm?; a mayor longitud del estoma menor concentracién de ellos por cm?. En cambio, el largo de
estomas y numero de cloroplastos en células oclusivas presentan una relacién directamente

proporcional, a mayor longitud del estoma mayor nimero de cloroplastos en estos (Figura 6).

Los cloroplastos son los organelos donde se realiza el proceso de fotosintesis, por tanto a mayor
numero de estos es probable que haya una mayor actividad fotosintética en la planta
sintetizando mayor contenido de materia organica (Gordillo et al., 2008). La disminucién en la
densidad estomatica lleva a un incremento en la resistencia estomética, lo cual reduce la

transpiracion que puede ser una ventaja en ambientes aridos (Takur, 1990).
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Figura 6. NUmero de estomas por cm?, largo de estomas (um) y nimero de cloroplastos
por estoma en plantas expuestas a las concentraciones de colchicina.

Tambong et al., (1998) observaron coeficientes de correlacion positivos y significativos entre el
nimero de cromosomas Yy el tamafio del estoma (las longitudes del poro y longitudes de las
células oclusivas), que indica que los aumentos en estos parametros pueden estar directamente

relacionados con el aumento de la ploidia.

Standring et al., (1990) plantean que usar las variaciones en el nimero de cloroplastos de las
células oclusivas del estoma es una manera segura de predecir el nivel de ploidia en algunos
diferentes géneros. Los cloroplastos pueden ser contados en cualquier tejido verde pero es
preferible en las células oclusivas por su facilidad de preparacion y medir bien su inherente
falta de endopoliploidia en sus células. Las plantas diploides tienen estomas mas densos y de

diametro mas pequefio que las plantas tetraploides (Frandsen, 1967)

Existe poca informacion de las especies en que han sido utilizados los parametros de conteo de
estomas y cloroplastos como indicador de ploidia. Standring et al., (1990) reportaron
evaluaciones de este tipo en solanaceas (Solanum muricatum, Solanum caripense). Huaman
(1995), reporta estudios de conteo de cloroplastos en células oclusivas de los estomas en
Solanum tuberosum, mostrando una escala con el aumento paralelo entre el nivel de ploidia y el

namero de cloroplastos en células oclusivas (2n=7-8, 3n=9-11, 4n=12-14, 5n=15-16).
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V. CONCLUSIONES

El uso de colchicina indujo cambios morfologicos temporales en plantas a los 35 dias
después de la siembra in vitro y a los 23 dias después del trasplante a invernadero. Las
concentraciones de colchicina 18.75 y 25.00 mgl™ indujeron disminuciones en los
valores de las variables morfologicas altura de planta, largo y ancho de hojas. Las
plantas a los 53 después del trasplante a invernadero no registraron en las variables

morfolodgicas diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos.

Se verificO cambios citoldgicos en las plantas evaluadas a los 53 dias después del
trasplante a invernadero. Las concentraciones 6.25 y 12.50 mgl™ de colchicina
promueven una disminucién del nimero de estomas por cm?® pero un aumento en el

largo del estoma y en el nimero de cloroplastos en las células oclusivas.
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VI. RECOMENDACIONES

Incluir a préximos estudios de induccion de poliploidia con el objetivo de mejora
genética del quequisque, el conteo de cromosomas Yy perfiles de citometria de flujo, para
conocer el tipo de ploidia alcanzado con la exposicion de las plantas a las

concentraciones de colchicina obtenidas en este estudio.

Evaluar en condiciones de campo las plantas generadas de los estudios (morfologia y

rendimiento) y su comportamiento con respecto a plagas y enfermedades.

17



VIl. LITERATURA CITADA

Astudillo Castillo, LD. 2005. Induccién de poliploidia en plantas del género Leucocoryne (en
linea). Tesis Ing. Agr. Universidad Catolica de Valparaiso, Facultad de Agronomia.
Quillota, CL. 52 p. Consultado 23 de Febrero 2015. Disponible en
http://ucv.altavoz.net/prontus_unidacad/site/artic/20061206/asocfile/20061206142710/astu
dillo__luis.pdf

Centro de Tramites de las Exportaciones (CETREX). 2013. Exportaciones autorizadas malanga
y quequisque. Periodo 2007-2013. NI.

Cordero, M. 1986. Origen, distribucion y clasificacion botanica de la Yautia. La Herradura.

Santiago de los Caballeros, DO. 90 p.

Dewey, DR. 1979. Some applications and misapplications of induced poliploidy to plant
breeding. Polyploidy. Ed. Lewis WH. New York, US. Plenam Press. p 445-470.

Doungous, Oumar; Eyango Sama, Anne; Adiobo, Amayana; Zok, Simon. 2011. Determination
of ploidy level by flow cytometry and autopolyploid induction in cocoyam (Xanthosoma
sagittifolium) (en linea). African Journal of Biotechnology 10(73): 16491-16494.
Consultado 23 de Febrero 2015. Disponible en
http://www.ajol.info/index.php/ajb/article/view/97682/86987

Esnard, J; Ferwerda, F; Rivera Amador, E; Hepperly, P.R. 1993. Induction of tetraploidy in the

tanier cultivar ‘Inglesa’ (Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott). Plant Breeding 111(4):
335-338

Frandsen, N.O. 1967. Haploidproducktion aus einem Kkartoffelzuchtmaterial mit intensiver

wildareingrenzung. Max-Planck- Instituf fur ziichtungsforshchung. Kél-Vogelsang. Berlin.
Springer-Verlag. Genetica Breeding Research 37(3): 120-134.

18


http://ucv.altavoz.net/prontus_unidacad/site/artic/20061206/asocfile/20061206142710/astudillo__luis.pdf
http://ucv.altavoz.net/prontus_unidacad/site/artic/20061206/asocfile/20061206142710/astudillo__luis.pdf
http://www.ajol.info/index.php/ajb/article/view/97682/86987

Ganapathi, B; Kargi, F. 1990. Recent advances in indole alkaloid production by Catharanthus
roseus (Periwinkle). Journal of Experimental Botany 41(3): 259-267.

Garcia, M. 1990. Generalidades sobre el cultivo de la malanga Xanthosoma. Villa Clara, CU.
INIVIT. 6 p.

Gordillo Delgado, F. Zarate Rincon, F. Mejia Morales, C. Rivera Puentes, L. Ariza Calderén,
H. 2008. Revista Colombiana de Fisica. 40(1):186-189.

Hassawi, SD; Liang, GH. 1991. Antimitotic Agents: Effects of doubled haploid production in
wheat. Crop Science 31(3): 723-726.

Huaman, Z. 1995. Técnicas citolégicas para determinar el nimero cromosémico y la fertilidad
de las papas (en linea). Centro internacional de la papa (CIP). Lima, PE. 18 p. (Guia de
investigacion 10). Consultado 23 de Febrero 2015. Disponible en http://cipotato.org/wp-
content/uploads/publication%?20files/research%20guides/ResGuide47719.pdf

Imery, J; Cequea H. 2001. Colchicine-induced autotetraploid in Aloe vera L (en linea).
Cytologia 66(4) 409-413. Consultado 23 de Febrero 2015. Disponible en
http://joseimerypublicacionl.blogspot.com/2008/08/colchicine-induced-autotetraploid-

in.html

Mathias, R; Rébbelen G. 1991. Effective diploidization of microspore-derived haploids of rape

(Brassica napus L.) by in vitro colchicine treatment. Plant Breeding 106: 82—-84.

Mayo, SJ; Bogner, J; Boyce, PC. 1997. The genera of Araceae (en linea). London, GB. Royal
Botanic Graden, Kew. Consultado 23 de Febrero 2015. Disponible en http:/cate-
araceae.myspecies.info/sites/cate-
araceae.myspecies.info/files/May0%20et%20al%201997%20ARACEAE.pdf

19


http://cipotato.org/wp-content/uploads/publication%20files/research%20guides/ResGuide47719.pdf
http://cipotato.org/wp-content/uploads/publication%20files/research%20guides/ResGuide47719.pdf
http://joseimerypublicacion1.blogspot.com/2008/08/colchicine-induced-autotetraploid-in.html
http://joseimerypublicacion1.blogspot.com/2008/08/colchicine-induced-autotetraploid-in.html
http://cate-araceae.myspecies.info/sites/cate-araceae.myspecies.info/files/Mayo%20et%20al%201997%20ARACEAE.pdf
http://cate-araceae.myspecies.info/sites/cate-araceae.myspecies.info/files/Mayo%20et%20al%201997%20ARACEAE.pdf
http://cate-araceae.myspecies.info/sites/cate-araceae.myspecies.info/files/Mayo%20et%20al%201997%20ARACEAE.pdf

Molero Paredes, T; Matos Acurero, A. 2008. Efectos de la induccion artificial de la poliploidia
en plantas de Aloe vera (L.) (en linea). Boletin del Centro de Investigaciones Biologicas 42
(1): 111-133. Consultado 23 de  Febrero  2015. Disponible  en
http://produccioncientificaluz.org/index.php/boletin/article/viewFile/112/112

Murashige, T; Skoog, F. 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco

tissue culture. Physiologia Plantarum. 15:473-497.

Namdeo, AG. 2007. Plant cell elicitation for production of secondary metabolites: A Review
(en linea). Pharmacognosy Reviews 1(1): 69-79. Consultado 23 de Febrero 2015.
Disponible en
http://download.bioon.com.cn/upload/month_0905/20090515 90c8232e42612b53e82fZsz
PISsmvj5H.attach.pdf

Pierce, BA. 2006. Genetics: A Conceptual Approach. 3rd edition. US. W.H. Freeman. 832 p.

Poehlman, JM. 1987. Breeding Field Crops. 3rd Edition. Van Nostraud Reinhold, New York,
US. 724 p.

Rees, H. 1972. DNA in higher plants. Brookhaven symposia in biology. 23:394-418

Reyes Castro, G.; Corea Narvéez, HG; Guatemala Ortega, TV. 2013. Guia del manejo

agronémico del quequisque en Nicaragua. Managua, NI. Propemce . 24 p.
Reyes Castro, G; Saavedra Montano, D. 2012. Prospeccion tecnoldgica para el manejo de mal
seco en quequisque (en linea). Managua, NI. Consultado 23 de Febrero 2015. Disponible

en http://www.renida.net.ni/renida/funicas/REH01-SA112.pdf

Rodriguez Fuentes, C; Perez Ponce, J; Fuchs, A. 1981. Genética y mejoramiento de las plantas.
La Habana, CU. Ed. Pueblo y educacion. 442 p.

20


http://produccioncientificaluz.org/index.php/boletin/article/viewFile/112/112
http://download.bioon.com.cn/upload/month_0905/20090515_90c8232e42612b53e82fZszPlSsmvj5H.attach.pdf
http://download.bioon.com.cn/upload/month_0905/20090515_90c8232e42612b53e82fZszPlSsmvj5H.attach.pdf
http://www.amazon.com/s/ref=dp_byline_sr_book_1?ie=UTF8&field-author=Benjamin+A.+Pierce&search-alias=books&text=Benjamin+A.+Pierce&sort=relevancerank
http://www.renida.net.ni/renida/funica/REH01-SA112.pdf

Sanchez, A; Matos Acurero, A. 2012. Efectos del uso de la colchicina como inductor de
poliploidia en plantas de z&bila (Aloe vera L.) in vivo (en linea). Revista de la universidad
del Zulia 3(6): 119-139 Consultado 23 de Febrero 2015. Disponible en
file://IC:/Users/Usuario/Downloads/12685-13004-1-PB.pdf

Sotomayor Rios, A; Schertz K.F; Rivera Amador, E. 1989. Chromosome number and
cytological observations of selected Xanthosomas and their possible importance in
breeding for dry root-rot resistance. Proceedings Caribbean Food Crops Society. 25
meeting. Pointe-a-Pitre, GP. 25: 630-639

Standring, LS; Pringle, GJ; Murray, BG. 1990. The control of chloroplast number in solanum
muricatum Ait. and Cyphomandra betacea (Cav.) Sendt. and its value as an indicator of
poliploidy (en linea). Euphytica 47: 71-77. Consultado 23 de Febrero 2015. Disponible en
http://link.springer.com/article/10.1007/BF00040366

Stebbins, GL. 1971. Chromosomal evolution in higher plants. London, GB. Ed. Edward Arnold
Ltda. 216p

Takur, P. 1990. Different physiological response of tomato (Lycopersicon esculentum Mill)
cultivars to drought. Acta Physiologiae Plantarum 12: 175-182.

Tambong, JT; Sapra, VT; Garton, S. 1998. In vitro induction of tetraploids in colchicine-treated

cocoyam plantlets (en linea). Euphytica 104: 191-197. Consultado 23 de Febrero 2015.
Disponible en http://link.springer.com/article/10.1023/A:1018609020397

21


file:///C:/Users/Usuario/Downloads/12685-13004-1-PB.pdf
http://link.springer.com/article/10.1007/BF00040366
http://link.springer.com/article/10.1023/A:1018609020397

VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Composicion del medio nutritivo Murashige y Skoog (MS, 1962).

Macroelementos mgl™
NH4NO; 1,650.00
KNO3 1,900.00
CaCl,.2H,0 440.00
MgSOs 7H,0 370.00
KH,PO, 170.00
Microelementos mgl™
MnSQO,. H,0 22.30
ZnS0y4. 7TH,0 8.60
H3BO3 6.20
Kl 0.83
NaMoO,, 2H,0 0.25
CuS04. 5H,0 0.02
COC|2. 6H,0 0.02
Vitaminas mgl™
Tiamina HCI 0.10
Myo-inositol 100.00
Azlcar gl
Sacarosa 30.00
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Anexo 2. Plantas in vitro de quequisque tratadas con las concentraciones a=Testigo,
b=6.25, c=12.5, d=18.75, e=25 mgl™ de colchicina en un medio MS + 0.5 mgl™
para inducir enraizamiento.




Anexo 3. Plantas en invernadero a los 15 dias después del trasplante tratadas in vitro a las
concentraciones a=Testigo, b=6.25, c=12.5, d=18.75, e=25 mgl™ de colchicina
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Anexo 4. Cloroplastos en células oclusivas del estoma de plantas tratadas in vitro a las
concentraciones a=Testigo, b=6.25, ¢=12.5, d=18.75, e=25 mgl™ de colchicina
evaluadas a los 53 ddt.
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