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RESUMEN

Para mejorar la eficiencia de regeneracion en dos variedades africanas de camote
(Tanzania y Wagabolige) se prob6 un protocolo via organogéenesis de dos fases en
Tanzania y de dos, tres y cuatro fases en Wagabolige. La primera fase, en ambas
variedades, consistié en el mantenimiento de los explantes en un medio con auxinas y
las siguientes, con citoquininas. Se probo tres tipos de explantes: hojas con peciolo,
peciolos y raices. Todos los regenerantes fueron obtenidos a partir de hojas con
peciolo. Los brotes emergentes fueron de apariencia normal y anormal. Se logro
resultados favorables al trabajar con bajas concentraciones de 2,4-D y en Tanzania, al
suplementar AG3 a la primera etapa, se incremento la frecuencia de regeneracion de
brotes normales; sin embargo, ambas variedades presentaron un bajo indice de

regeneracion: 3.33% en Tanzania y 1.46% en Wagabolige.



ABSTRACT

To improve the regeneration efficiency of two sweetpotato African varieties
(Tanzania and Wagabolige), a two-stage organogenesis regeneration protocol was
tested in Tanzania; while a two, three, four-stages was tested in Wagabolige. The first
stage, in both varieties, maintained the explants in a medium supplemented with
auxines, and the next stages, with cytokinines. Three different explants were tested:
leaves with petiole, petioles and roots. All shoots came from leaves with petioles.
Shoots presented normal or anomalous morphology. The best results were obtained
working with low concentrantions of 2,4-D. For Tanzania, the addition of GAs in the
first stage was found to increase normal shoot frequency, nevertheless both varieties

showed low regeneration efficiencies: 3.33% in Tanzania, and 1.46% in Wagabolige.



|. INTRODUCCION

El camote (Ipomoea batatas (L.) Lamarck, 1793) es una fuente importante de
alimento e ingresos para los agricultores de paises en vias de desarrollo,
principalmente en Asia y Africa subsahariana, de donde proviene el 98% de la
produccién anual mundial. Este cultivo desempefia un papel importante en la
seguridad alimentaria en los paises africanos del este; sin embargo, las producciones
en campo son bajas (5 toneladas por hectarea) en comparacion con el promedio
mundial (15 toneladas por hectarea). Esto es consecuencia del ataque de insectos,
nematodos, bacterias, virus y otros factores limitantes que reducen considerablemente

su rendimiento.

Por ser un cultivo base en la alimentacion de las poblaciones méas pobres, el valor
nutritivo del camote juega un rol muy importante en la poblacidn de escasos recursos.
El camote no provee suficientes proteinas totales, B-caroteno, acido félico y
micronutrientes totales como Hierro y Zinc. Aunque el déficit nutritivo y de
produccién puede ser parcial o totalmente superado por técnicas convencionales,
agroquimicos y suplementos alimenticios; la solucion mas sostenible es el
mejoramiento genético. Esta tecnologia moderna permite generar variedades
resistentes a plagas y enfermedades, tolerantes a stress abidtico y de alto valor

nutritivo.

Los trabajos basados en mejoramiento convencional han conseguido resistencia a
nematodos, insectos e incrementar el contenido de proteina y la calidad nutricional.
Sin embargo, el proceso de seleccidn requiere de prolongados periodos, un gran
namero de individuos y optimizar los sistemas de mejoramiento de cultivo, debido a
la condicion hexaploide del camote. Por otro lado, los avances alcanzados se pueden

ver obstaculizados por la incompatibilidad y esterilidad entre especies de camote.

Los trabajos basados en biotecnologia moderna han conseguido generar resistencia a
plagas, tales como al gorgojo del camote (Cylas spp.) -que devasta cultivos en areas
tropicales y zonas de elevada temperatura (20-80% de la produccion)- asi como,

incrementar la calidad nutricional en un menor tiempo y con menores costos. Sin



embargo, su éxito depende de la disponibilidad de un protocolo de regeneracion

adecuado.

Las técnicas de cultivo de tejidos en camote hacen posible la regeneracion de plantas
completas a partir de células y tejidos diferenciados, pudiendo ocurrir por dos

procesos: embriogénesis somatica u organogénesis.

En la embriogénesis somatica, los explantes son inducidos a formar embriones a
partir de células somaticas. Mientras que en la organogénesis, se induce la formacién
de centros meristematicos; los cuales, dependiendo del estimulo -fitohormonas
exogenas- y la capacidad del tejido de responder a la presencia de estas hormonas, dan
lugar a primordios radiculares o caulinares. Ambos fendmenos pueden ocurrir directa
o indirectamente, es decir sin la presencia de la fase callosa previa a la regeneracion, o

con ella, respectivamente.

Hay pocos reportes sobre Organogénesis in vitro en camote. Mientras la mayoria de
estos estudios evidencian regeneraciones exitosas, en la practica, la frecuencia de
regeneracion es muy baja y los protocolos resultan ser especificos para ciertos
genotipos. Cada cultivar responde de manera diferente al cultivo de tejidos y la

regeneracion de plantas en tratamientos in vitro.

En el Pert, el camote desempefia un rol importante mas no fundamental en la
alimentacion de la poblacion; mientras que en Africa subsahariana las variedades
Tanzania y Wagabolige desempefian un rol trascendental en la seguridad alimentaria
de la poblacion del este de dicho continente. Estas variedades son ampliamente
cultivadas y consumidas por ser de pulpa blanca, tener un alto contenido de materia

seca y conferir resistencia moderada a virus.

El presente trabajo de investigacion tiene como propoésito estandarizar un protocolo de
cultivo in vitro para la regeneracién via organogénesis de las variedades de camote
Tanzania y Wagabolige con la finalidad de obtener una eficiente regeneracion de
plantas normales; que aseguren, resultados exitosos en futuros trabajos de

transformacion genética.



[I. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades

2.1.1. Taxonomia

La clasificacion taxondmica del camote es:

Reino : Plantae

Subreino : Tracheobionta
Superdivision : Spermatophyta

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Subclase : Asteridae

Orden : Solanales

Familia : Convolvulaceae

Género: Ipomoea L.

Especie : Ipomoea batatas (L.) Lam.

Designacion dada por Lamarck (USDA, 2007)

2.1.2. Importancia

El camote (Ipomoea batatas (L.) Lam) es uno de los cultivos mas importantes,
versatiles y menos aprovechados del mundo. Con una produccion anual de mas de

122 millones de toneladas, célculos en base al peso en crudo, (FAOSTAT, 2005)



actualmente se ubica en el quinto lugar en produccion en orden de importancia
después del arroz, el trigo, el maiz y la yuca. Se cultiva en mas de 100 paises en
desarrollo, figurando entre los cinco cultivos mas importantes en mas de 50 de ellos.
En Ameérica Latina, destacan en produccion Brasil, Argentina, Pert, Cuba y Haiti

(Centro Internacional de la Papa, 1999).

Su importancia radica en ser una fuente primordial de calorias y vitaminas (Tabla N°
1). Posee un ciclo corto, alta produccion de carbohidratos en las raices y de proteinas
en las hojas nuevas; ademas posee un rico y variable germoplasma (Montaldo, 1991).
La regidn de Centro américa es considerada como el centro de origen primario, siendo
ademas la zona donde se encuentra la mayor diversidad genética de camote; mientras
que la regién Peru-Ecuador es considerada como centro secundario de diversidad
(Zhang et al., 2000).

En Africa subsahariana se distinguen las variedades Tanzania y Wagabolige por ser
ampliamente cultivadas y aceptadas por la poblacion; las cuales se caracterizan por su
pulpa blanca, alto contenido de materia seca y resistencia moderada a virus; sin

embargo, presentan déficit de vitamina A (Stathers et al., 2005).

2.2. Morfogenesis in vitro

La morfogénesis in vitro incluye la induccion de estructuras “de novo” a partir de
tejidos que en forma natural no tienen la capacidad de formar tales estructuras
(Sugiyama, 1999).

Esta capacidad es la manifestacion de la totipotencia celular, que se caracteriza por la
desdiferenciacion de células, el re-ingreso de células quiescentes dentro del ciclo
celular y la organizacion de células en division para formar oOrganos especificos
(Sugiyama, 1999).

El éxito en la formacién de 6rganos especificos y/o plantas completas dependera de la
capacidad regenerativa del cultivar, a partir de tejidos o células somaticas, y del
establecimiento de un medio de micropropagacion que permita la obtencién de clones

vigorosos (Gémez et al., 1997).



Entre los sistemas de regeneracion de plantas mas utilizados se encuentran la
regeneracion via embriogénesis somatica, cultivo de protoplastos y organogénesis
(Sihachakr et al., 1997).

En la ruta embriogénica, una célula somatica se reprograma a un estado de célula
embriogénica, desarrollandose un embrion que finalmente regenerara una planta

completa luego de varios meses de maduracion.

En el cultivo de protoplastos se fusionan dos protoplastos con sus genomas completos
(2n + 2n) o con uno de ellos conteniendo s6lo parte de su genoma, permitiendo la
introgresion limitada de genes de especies silvestres en los cultivos. Sin embargo,
presenta ciertas limitaciones, como son una elevada esterilidad o imposibilidad de
regenerar algunas plantas. En camote, la mayoria de genotipos fracasaron en el intento
de regeneracion a partir de esta técnica (Sihachakr y Ducrex, 1993. cit/ Sihachakr et
al, 1997).

En la organogénesis se induce la formacion de centros meristematicos los cuales,
dependiendo del estimulo -fitohormonas exdgenas- y la capacidad del tejido de
responder a la presencia de estas hormonas, dan lugar a primordios radiculares o
caulinares. Puede ocurrir de manera directa o indirecta, es decir sin la presencia de la

fase callosa previa a la regeneracion, o con ella, respectivamente (Litz y Jarret, 1991).

Existen pocos reportes sobre organogénesis in vitro en camote usando explantes
derivados de varios 6rganos y tejidos (Medina, 1991; Porobo Dessai et al., 1995;
Gosukonda et al., 1995; Sihachakr et al., 1995; Garcia et al., 1999; etc.). Mientras, la
mayoria de estos estudios evidencian regeneraciones exitosas en plantas de camote, en
la practica; la frecuencia de regeneracién es muy baja y los protocolos resultan ser
especificos para ciertos genotipos. Cada cultivar responde de manera diferente al
cultivo de tejidos y la regeneracion de plantas en tratamientos in vitro (Porobo Dessai
etal., 1995).

2.3. Control de la organogénesis in vitro

Varios factores afectan la formacion e induccion de callo como son la posicion,

tamafio, fenotipo y estado fisioldgico de la planta donante del explante; concentracidn



de nutrientes, fitohormonas y reguladores de crecimiento en el medio de cultivo; y
condiciones ambientales como luz, temperatura y humedad (Phillips y Hubstenberger,
1998).

2.3.1. Efecto del explante

Todas las partes de la planta de camote se han utilizado como explantes para la
iniciacion de estudios de organogénesis. Los estudios reportados incluyen trabajos
con: Meristemos (Castro & De Andrade, 1995), raices (Gunckel et al., 1972), hojas,

peciolos (Porobo Dessai et al., 1995) y raices tuberosas (Newel, 1995).
Donde, el potencial organogenético de los explantes se encuentra influenciado por:

La edad fisioldgica, presentando los tejidos juveniles un mayor grado de actividad

meristematica y plasticidad in vitro.

La edad ontogénica, influyendo el estado de la planta madre y la estacion durante la

cual el explante es extraido.

El tamafio, presentando los explantes grandes un potencial regenerador

considerablemente mayor (Murashige, 1974 y Narayanaswamy, 1977).

La posicion, pudiendo la orientacion del explante incrementar la produccion de

regenerantes (Gosukonda et al., 1995a).

El tejido u 6rgano de procedencia, pudiendo distintos explantes de una misma planta

diferir en su capacidad de regeneracion (Murashige, 1974 y Narayanaswamy, 1977).

Se prefiere el empleo de hojas y peciolos para trabajos de cultivo in vitro, debido a
que ofrece importantes ventajas de manipulacion, disponibilidad y rapida respuesta in

vitro.

Ademas, el uso de hojas completas incrementa el porcentaje de regeneracion, cuando
éstas incluyen el limbo y 0.5 a 1 cm de peciolo; habiendo un evidente aumento de

regeneracion en hojas juveniles con 15 a 21 dias de edad (Medina, 1991).



2.3.2. Efecto del medio de cultivo

Un explante aislado in vitro e inducido a crecer y desarrollarse necesita agua, macro y
micro nutrientes, azdcar, como fuente de carbono, y a menudo dos grupos de
reguladores de crecimiento, principalmente auxinas y citoquininas. Las
concentraciones de estos reguladores son determinantes en el control del crecimiento

y morfogénesis.

Generalmente, una alta concentracion de auxinas y una baja concentracion de
citoquininas en el medio de cultivo, promueve la proliferacion de células que forman
callos. De otro lado, bajas concentraciones de auxinas con altas concentraciones de

citoquininas promueven la formacion de regenerantes (Thorpe, 1981).

El medio para que la proliferacion de callos sea rapida puede requerir una
composicién ligeramente diferente a la que se usa para la induccion de los mismos. La
diferenciacion de yemas se logra subcultivando los callos en un medio que tenga alta
relacion citoquinina: auxina; en cambio, para la diferenciacion de raices se requieren

medios con una relacion citoquinina:auxina baja (Litz et al.,1991).

2.3.21. Auxinas

Las auxinas juegan un rol importante en muchos aspectos del crecimiento y
diferenciacion. Son agregadas al medio de cultivo con la finalidad de inducir la
division celular, el crecimiento de callo, diferenciacion vascular y la formacién de
raices. Su accidn esta directamente asociada con el aumento de ARNm. Muchos de

ellos responsables del alargamiento celular (Cantliffe, 2001).

Las auxinas enddgenas se sintetizan en tejidos jovenes y metabolicamente
activos, son transportadas a través de las células mediante rutas de polaridades
diferentes, siendo basipetal en regenerantes (brotes) y acropetal en raices. Existe
evidencia de que el Acido indol-3-acético (AlA) se sintetiza en hojas maduras, es
atrapado dentro del floema, debido a su afinidad por el pH acido (8.0), y luego es
transportado a tejidos de alta actividad metabdlica como meristemos, desde donde se
transportara extravascularmente. Segun Baker: “Los meristemos son netamente

importadores y no sintentizadores de AIA en plantas superiores” (Baker, 2000).



Las auxinas mas utilizadas en el cultivo de tejidos son: Acido indol-3-acético (AIA),
acido 1-naftaleno acético (ANA) y acido 2,4-D diclorofenoxiacético (2,4-D). De las
tres, el AIA es la mas débil. Se inactiva facilmente por la luz y por la accién de
enzimas celulares. Se ha encontrado ademas, que el 2,4-D y el ANA son maés estables

que el AlA al incluirse en el medio sales de MS (Medina, 1991).

El 2,4-D es la auxina mas potente. Se ha visto que induce la formacion de callos
tendiendo a suprimir la organogénesis en muchas especies. Sin embargo, en trabajos

previos en camote es la auxina de mayor efectividad de regeneracion (Blasco, 2007).

Se ha encontrado que el 2,4-D produce diferentes respuestas en explantes de camote
dependiendo de la concentracion usada. Aln a una misma concentracion puede
inducir diferentes respuestas dependiendo de la citoquinina con que este combinado
(Medina, 1991).

2.3.2.2.  Citoquininas

Las citoquininas inducen la division celular y la formacién de érganos en cultivos in
vitro. Su accion esta asociada con la regulacion del ciclo celular (Werner et al.,
2001).

La sintesis de citoquininas tiene lugar, principalmente, en las raices a partir de donde
son transportadas a través del xilema, a todas las partes aéreas de la planta, por
transpiracion. Sin embargo, se han encontrado citoquininas en la savia del floema,
infiriendo que: “Existe una recirculaciéon de citoquininas provenientes de la raiz
mediante los canales de transpiracién, que luego se concentran en el floema de las
hojas maduras”. Esto es consistente con la observacion de la distribucion de
citoquininas en tejidos mayores como meristemos y 6rganos de almacenamiento que
no estan conectados directamente con los canales de transpiracion. Resolviendo que el
transporte de citoquininas, asi como de auxinas, ocurre extensivamente a través del

floema en plantas superiores (Baker, 2000).

Segun, Werner et al., 2001: “Las citoquininas tienen una doble funcion en el control y
proliferacion de regenerantes, manteniendo constante el ciclo de division celular y

promoviendo la transicion de células indiferenciadas a diferenciadas”.



La deficiencia enddgena de citoquinina produce regenerantes con enanismo,
desarrollo retardado, entrenudos cortos y hojas lanceoladas (Werner, 2001); siendo

evidente el rol que juegan las citoquininas en el proceso de morfogénesis.

Contrariamente, al promover la aparicion de regenerantes meristematicos, las
citoquininas tienen un efecto regulatorio negativo en el crecimiento de raices. En
presencia de bajas concentraciones de citoquininas, las raices tienen una prolongada
fase meristematica y eventualmente repeticiones mitdticas adicionales que permiten
un crecimiento radicular principalmente en nimero y levemente en tamafo celular
(Werner et al., 2001).

Las citoquininas cominmente usadas son Kinetina (KIN), 50%, 6-bencilaminopurina
(BAP), 43.8% y Zeatina ribosida (ZR). En algunas especies la regeneracién puede
llevarse a cabo s6lo con BAP (18.1%) o ZR (6.1%). Estas citoquininas, a pesar de su
menor frecuencia de uso en trabajos in vitro, son consideradas mas potentes que KIN
(Thorpe, 1981).

La BAP es la citoquinina sintética de mas amplia accion mientras que Zeatina (ZEA)
y ZR, son productos naturales de amplio uso en cultivos in vitro. En donde, la ZR es
transportada a partir de las raices mediante el xilema y la ZEA a través del floema
(Baker, 2000).

El uso de Zeatina y Kinetina se ha generalizado en los trabajos in vitro debido a que
permite la regeneracion de un amplio espectro de genotipos de camote, aunque con

una eficiencia baja (Gosukonda et al., 1995a).

2.3.2.3. Giberelinas

Las giberelinas también pueden tener un papel importante en la organogénesis
(Thorpe et al, 1973); aunque generalmente inhiben la diferenciacion, algunas veces
estimulan la formacion de yemas, nudos y raices (Pech y Ake et al., 2007). La

giberelina mas utilizada en cultivo in vitro es el acido giberelico-3 (AGg).

El efecto del AGs en la formacion de estructuras vasculares organizadas y la

induccidn de raices depende de las concentraciones utilizadas. Asi, la adicién en el



medio de cultivo de 1 uM de AG; resulta en la produccion de un mayor nimero de
raices por callo; y su omision, en la ausencia de formacién de raices (Haddon &
Northcote, 1976).

Concentraciones altas de AG3 (45 uM) inhiben la cantidad de células diferenciadas de
Phaseolus vulgaris, retrasando su iniciacion (Haddon & Northcote, 1976). Sin
embargo, en Cocus nucifera, 46 uM de AGs, incrementa el proceso de germinacién de
embriones en un 60% (Pech y Ake et al., 2007).

Concentraciones bajas de AGsz (0.1-1 uM) reduce la formacion de embriones de
geranio en medios suplementados con auxina (60-80%) y citoquinina (80-90%).
(Hutchinson, 1997). De otro lado, en Cocus nucifera, una concentracion de 0.46 uM
de AGs; incrementa el proceso de germinacién de embriones en un 80% (Pech y Ake
etal., 2007).

El uso de las giberelinas en el cultivo in vitro ha sido discutido. Por lo general se
sugiere no emplear AGs al inicio de los tratamientos, debido a su accién inhibitoria en
la acumulacion de almidon a nivel celular. Sin embargo, Medina (1991), reporta que
el mejor tratamiento regenerativo para entrenudos esta complementado con 5 mg/|
AG3

2.3.2.4. Aguade coco

El agua de coco (AC) es un medio muy complejo, con una amplia gama de
componentes organicos (Tabla N° 2) tiene buena capacidad de amortiguamiento y no
es raro encontrar sales en ella. Aunque el AC es muy rica en magnesio y fosfato, no
todos los elementos minerales que contiene son indispensables, y se pueden
reemplazar por un medio salino basal. EI contenido de azUcar, de alrededor de 2.5%,
no es algo fuera de lo comin y se puede reemplazar. Adicionalmente, se encuentra en

ella nitrégeno no proteinico soluble en forma de aminoacidos (Roca, 1991).

Del AC se han aislado purinas y fracciones que muestran la presencia de compuestos
fendlicos como leucoantocianinas, que pueden promover la division celular. Se han

identificado las adenilcitocininas, Zeatina y ribosido de Zeatina. Aunque todavia no se



conocen completamente todas las fracciones del AC, se sabe bastante sobre ellas, s6lo

la fraccion activa requiere una identificacion mas completa (Roca, 1991).

El uso del Agua de coco (AC) en la nutricion de las células y tejidos cultivados in
vitro podria estimular la division celular de explantes. A niveles relativamente bajos
(5%-10% v/v) puede interactuar con las auxinas, promoviendo el crecimiento en

situaciones en que por si sola es ineficiente (Roca, 1991).

2.4. Organogénesis directa e indirecta

La organogénesis in vitro depende de la aplicacion de fitohormonas exdgenas, en
particular auxinas y citoquininas, y ademas de la habilidad del tejido de responder al

cambio de estas fitohormonas durante el cultivo.

La organogénesis in vitro esta generalmente compuesta de tres fases distintas, con
dependencias variables de fitohormonas exogenas: La primera fase, en la cual las
células se desdiferencian para adquirir capacidad organogénica; la segunda fase, en la
que las células desdiferenciadas son determinadas a formar un 6rgano especifico en
respuesta a la presencia de fitohormonas exogenas; la tercera y ultima, es aquella en
donde la morfogénesis del 6rgano procede independientemente de la adicion de
fitohormonas. La primera fase puede ser subdividida, ademas, en dos subfases: (1)
Células que adquieren capacidad para la proliferacion y organogénesis de raices, (2)
Células que adquieren capacidad para la formacién organogenética de plantas

completas (Sugiyama, 1999).

La regeneracion de la planta via organogenesis puede ocurrir de tres maneras
diferentes. En la primera, los regenerantes aparecen directamente del explante cerca
de la seccion terminal (organogénesis directa). En la segunda, emergen a partir de un
callo desarrollandose en la seccion final del peciolo (organogenesis indirecta); y la

tercera a partir de raices producidas por el cultivo de explantes (Sihachakr, 1982).

En la organogenesis directa, los meristemos regenerados pueden originarse a partir del
floema interno o externo, células parenquimales y/o epidérmicas. Este proceso
morfogenético resulta ventajoso cuando se requiere mantener la estabilidad genética

en plantas regeneradas (Medina, 1991).



En la organogénesis indirecta los regenerantes son formados a partir de callos, células
parenquimales altamente vacuoladas, donde los centros meristematicos pueden ser
inducidos tanto en las capas celulares superficiales como internas del callo
(Gosukonda, 1995a).

Las diferentes fases de crecimiento del callo exhiben una forma S o patrén sigmoidal
de crecimiento. Presentando las siguientes fases: (a) de latencia, donde las células se
preparan para dividirse, (b) exponencial, donde el porcentaje de division celular es
alto, (c) linear, donde la division celular es mas lenta pero la tasa de expansion celular
se incrementa, (d) decrecimiento, donde la tasa de division y elongacién celular
decrece, (e) y estacionaria, donde el nimero y tamafio de células se mantiene
constante (Bansal, 2003).

La organogénesis indirecta es el sistema de regeneracion mas utilizado para fines de
modificacion genética, debido a que la formacion de callos permite la seleccion de
células y, posteriormente, la obtencion de plantas genéticamente modificadas. Sin
embargo, el sistema de regeneracion indirecto tiene la desventaja de presentar una

mayor tendencia de sufrir variacion somaclonal.

Pese a eso, la organogénesis indirecta se prefiere por razones practicas de
disponibilidad, facilidad de manipulacion, homogeneidad, baja contaminacién con

microorganismos y rapida respuesta in vitro (Litz y Jarret, 1991).

2.5. Variacién somaclonal

El cultivo de tejidos induce la variacion en plantas regeneradas manifestandose de tres
maneras diferentes: (a) Variacion en cultivos celulares, una celula puede variar en
morfologia y estructura genética; (b) Variacion epigenética, los primeros regenerantes
no muestran efectos fenotipicos heredables, mostrando inestabilidad somatica, se da
principalmente en plantas propagadas asexualmente; (c) Variacion genética

(heredable) transmitida sexualmente a la descendencia (Jain, 2001).

Los efectos de la variacion somaclonal pueden resultar beneficiosos para los

programas de mejoramiento convencional si es que se consigue un rango de variacion



geneticamente estable; pero resulta impredecible e indeseable para trabajos de

mejoramiento genético (Ingenieria genética).

La ocurrencia de variacion somaclonal esta asociada con mutaciones puntuales,
reordenamiento y recombinacién cromosomica, metilacion de ADN, alteracion en el

namero de copias de secuencias y con elementos transposables (Jain, 2001).

El sistema de cultivo de tejidos actia como un sistema mutagénico, debido a que las
células atraviesan un proceso traumatico o de stress a partir del aislamiento, pudiendo
reprogramarse bajo condiciones diferentes a las naturales. La reprogramacion o
reestructuracion de eventos puede crear un amplio rango de variacién epigenética en

plantas regeneradas recientemente (Jain, 2001).

La variacion somaclonal se encuentra influenciada por el genotipo, tipo de explante,
medio de cultivo, y edad de la planta. Se produce un mayor incremento de variacion
en plantas con alta ploidia y numerosos pares de cromosomas; en callos viejos -
porque que presentan inestabilidad cromosomica- y en plantas con sucesivos
subcultivos (Jain, 2001).

2.6. Organogeénesis en camote

En camote la frecuencia de regeneracion es a menudo genotipo-dependiente,
habiéndose obtenido entre 0 a 85% de eficiencia en cultivares probados, célculos en
base a la proporcion de explantes regenerados, multiplicados por cien (Porobo Dessai
et al., 1995). Sélo un pequefio nimero de genotipos han sido regenerados, basados en
informacidn proporcionada por publicaciones cientificas (Liu et al., 1993; Zheng et
al., 1996; Al-Mazrooei et al., 1997; Wang et al., 1998). Cada cultivar responde de
manera diferente al cultivo de tejidos y la regeneracién de plantas en tratamientos in
vitro (Porobo Dessai et al., 1995).

Se han probado varias combinaciones de reguladores de crecimiento a diferentes
concentraciones en varios cultivos de camote (Gunkel, 1972; Seghal, 1975; Sihachakr,
1982; Carswell & Locy, 1984; Medina, 1991; Porobo Dessai et al., 1995; Gosukonda
et al., 1995; Garcia et al., 1999; Chen et al., 2006 y Blasco, 2007). Los cultivares



probados difieren tanto en respuesta como en porcentaje de proliferacion

dependiendo de la capacidad de los explantes de percibir las hormonas exdgenas.

En 1972, Gunckel et al. cultivaron pequefios cilindros de tejido radical de
almacenamiento en la solucion salina de White (1963) complementada con varios
compuestos organicos, y los incubaron a 25° C, en un fotoperiodo de 12 horas con luz
de baja intensidad. La produccion de callo dependié del suplemento organico, del
cultivar, la orientacion del explante y los efectos de la polaridad tisular. Hubo una
Optima produccion de callos en el cultivar Centennial al usar el medio basal
suplementado con Acido indol-3-acético (AlA) y acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D). Donde, el AlA fue la auxina mas eficaz en la formacion de raices adventicias y de
callo; y el sulfato de adenina y el AGs, utilizados en forma individual o combinada
estimularon la formacion de raices; concluyendo que la formacién de raices

adventicias estaba correlacionada positivamente con el crecimiento del callo.

En 1975, Seghal cultivé hojas inmaduras de camote de 1 cm de longitud en medio
basal Murashige & Skoog (MS) modificado, suplementado con varios compuestos
organicos. En el medio con 0.5 mg/l de 2,4-D y 0.1 mg/l de KIN ocurrié un réapido
crecimiento del callo pero no hubo formacion de 6rganos. Sin embargo, al trasladar
estos callos al medio MS suplementado con 1.0 mg/l de AlA, la formacién de raices
fue mas rapida y abundante; de otro lado, los callos que se transfirieron al medio
suplementado con 10 a 20 mg/l de sulfato de adenina, produjo tantas raices como
brotes después de cuatro semanas. Posteriormente, de estas yemas adventicias se

regenerd plantas enteras.

En 1982, Sihachakr comparé varias combinaciones de reguladores de crecimiento en
fragmentos de tallo y tejido foliar, revelando que la mejor respuesta se consiguio al
usar 0.01 mg/l 2,4-D combinado con 0.01 mg/l KIN. En este medio la regeneracion de
plantas de camote ocurrid en un periodo corto y con una alta frecuencia. Sin embargo,

los tallos mostraron mas tendencia a formar brotes en comparacién con las hojas.

En 1984, Carswell y Locy cultivaron explantes de tallo, de hoja y de raiz de
almacenamiento del cultivar de camote Jewel, en un medio modificado MS que se
suplementd6 con 4cido 1-naftaleno acético (ANA) (0.1-10.0 mg/l) y 6-

bencilaminopurina (BAP) (0.1-10.0 mg/l) agregados independientemente o0 en



combinaciones factoriales. La formacion de callo a partir de explantes de hoja o de
tallo fue mas marcada en el medio que contenia 1 mg/l de ANA'y 10 mg/l de AlA. La
elevada proporcion auxina/citoquinina favorecio la formacion de raices a partir de este
callo. La regeneracion del brote se vio afectada tanto por el régimen hormonal del
medio de cultivo como por la edad del cultivo. Setenta dias después, se formaron
brotes en diversos medios caracterizados por multiples relaciones auxina/citoquinina

en diferentes concentraciones.

En 1991, Medina obtuvo un porcentaje de regeneracion de 59.4% y 92.7% en Jewel y
Huachano, respectivamente, al cultivar hojas completas por 3 dias en 0.2 mg/l 2,4-D +
0.2 mg/l Zeatina ribosida (ZR) y luego transfiriéndolos a un medio con 0.2 mg/l ZR;
en donde la regeneracion de plantulas se produjo entre los 50 y 60 dias. Los
porcentajes de regeneracion se calcularon multiplicando los explantes que regeneraron

por cien.

En 1995, Porobo Dessai et al. cultivaron hojas completas de camote con un protocolo
de dos etapas, permaneciendo 3 dias en 0.2 mg/l 2,4-D (etapa I) y 4 a 6 semanas en
0.2 mg/l ZR (etapa 1), consiguiendo una alta frecuencia de regeneracion (10-83.3) en
19 cultivares de camote. Demostrando que el mayor potencial regenerativo, 91.7%,
provenia de hojas juveniles de la segunda y tercera posicién de las porciones apicales
del tallo. Los porcentajes de regeneracion se calcularon multiplicando por 100 el

namero de explantes que regeneraron.

En 1995, Gosukonda et al. (a) probaron el efecto del uso de 0.2 mg/l de KIN, ZEA y
Thidiazuron (TDZ) en la induccion de regeneracion en peciolos; posterior al cultivo
con 0.2 mg/l de 2,4-D por tres dias. El subcultivo en los medios suplementados con
Zeatina y Kinetina estimulo la regeneracion en un amplio espectro de genotipos, como
son Beauregard, Regal, Rojo Blanco, Hi Dry, pero con porcentajes regenerativos
bastante bajos. En contraste, el medio suplementado con TDZ produjo la mas alta
frecuencia de regeneracion entre las tres citoquininas probadas con un 78.2% en Pl
318846-3, sin embargo, ninguno de los otros cultivares desarroll0 regenerantes,
presentando solo callos. Los porcentajes de regeneracion fueron calculados teniendo

en cuenta el nimero de explantes que regeneraron, multiplicados por cien.



Los peciolos de camote provenientes del segundo y tercer nudo mostraron una alta
regeneracion (85%) al usar 0.2 mg/L 2,4-D (estado 1) y 0.2 mg/l TDZ (estado II) en
comparacion con el porcentaje de regeneracién de las hojas (25%), (Gosukonda et al.,
1995a).

En el mismo afio, Gosukonda et al. (b) cultivaron peciolos de camote en 0.2 mg/l 2,4-
D por tres dias y luego los transfirieron a un medio con 0.05 mg/l TDZ y 0.05 mg/I
N®-(2-isopentenil) adenina (2iP) rasgando las capas superficiales y colocando los
explantes en una posicion vertical invertida. Posiblemente, la interferencia en el
transporte de auxinas debido a la inversion del explante, o al rasgado tisular, pudo
haber estimulado el incremento de la induccién de regenerantes; obteniendo la
regeneracion de 8 genotipos de camote, incluyendo cultivares élites como Jewel y
Rojoblanco. La frecuencia de regeneracion se calculé teniendo en cuenta el porcentaje

de explantes que regeneraron al menos un brote.

En 1999, Garcia et al. realizaron un estudio en dos variedades de camote, Jewel y
CEMSA-78354, ensayando diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento,
asi como distintas fuentes y tipos de explante. Solo 3 de las 151 variantes ensayadas
indujeron la formacion de brotes aéreos y raices con una alta frecuencia. El primer
medio combind 1.0 mg/l ANA y 0.1 mg/l BAP; el segundo 1.0 mg/l Paclobutrazol
(PPP) y 0.1 mg/l ANA; vy el tercer medio consté de 0.5 mg/l AlA. Este ultimo
consiguio un 100% de regeneracion via organogénesis directa en Jewel con una
frecuencia mayor de dos regenerantes por explante. Entre los explantes probados, las
hojas demostraron la mas alta frecuencia de regeneracidn; siendo el area debajo del
corte del peciolo, donde se forma el callo, la zona de mas alta emision de raices y
regenerantes. Cdlculos basados en la eficiencia de regeneracion: nimero total de

explantes regenerados entre el nimero total de explantes probados, por cien.

En el 2004, Luo et al. desarrollaron un eficiente método de transformacion mediado
por Agrobacterium tumefaciens, utilizando un protocolo de regeneracion via
organogenesis de dos fases. Los explantes utilizados fueron ldminas completas (hojas
y peciolos). La primera fase consistié en el mantenimiento de los explantes en un
medio con 4-FA (Acido 4-fluorofenoxiacético) a 0.2 mg/l por 5 a 6 dias y
posteriormente (S2) en un medio con ZR a 0.2 mg/l; este protocolo se repitio en dos

experimentos de transformacion independientes, logrdndose una eficiencia de



regeneracion del 20 y 10%, respectivamente. El uso de AlA, en vez de 4-FA, bajo la
eficiencia de transformacion (4%). Las plantas transgénicas fueron obtenidas después
de la sexta semana de infeccion con la bacteria. La eficiencia de transformacion fue
calculada teniendo en cuenta el nimero de lineas transgénicas obtenidas del total de

explantes infectados.

En el 2006, Chen et al. estudiaron la regeneracion de hojas completas mediante el uso
de diferentes medios en un protocolo de dos etapas. En la primera etapa, los medios (3
y 5% sucrosa) indujeron la iniciacion de la formacion de callos al usar el medio CIM.
En la segunda etapa, la regeneracion de plantas, al usar el medio PRM, mediante tres
combinaciones de reguladores: 1) PRM sin regulador de crecimiento, 2) PRM + 0.001
mg/l 2,4-D + 0.001 mg/l KIN vy, 3) PRM + 0.02 mg/l 2iP + 0.02 mg/l TDZ. Los
explantes provenientes del medio CIM 5%, luego de 4 semanas de cultivo,
presentaron pocas raices y abundantes callos friables. Posteriormente, permanecieron
por 6 semanas en los diferentes medios PRM, obteniéndose una alta eficiencia de
regeneracion, con porcentajes de 72.2, 59.6 y 51.5% respectivamente. Los calculos se

basaron en el porcentaje de regeneracion por explante.

En el 2007, Blasco expuso sus resultados de regeneracion via organogenesis mediante
un protocolo de dos etapas en 5 cultivares de camote. Recomendando el uso de 2,4-D
de 0.1-0.2 mg/l por un periodo no mayor a 4 dias; y de ZR y KIN a 0.2 mg/l en
Tanzania y Wagabolige, respectivamente. En ambos cultivares obtuvo un bajo
porcentaje de regeneracion. En Wagabolige obtuvo regenerantes a partir de raices y
callos, todos de apariencia normal; mientras que en Tanzania solo a partir de callos,
regenerando brotes normales y amorfos. Blasco, concluy6 que la presencia de raices
en el medio inhibe la formacién de regenerantes; que la KIN reduce la formacion de
callos y que no existe una relacion directa entre el tamafio de callo y la formacién de

raices.



[1l. MATERIALESY METODOS

3.1. Materiales

3.1.1. Material Vegetal

Se utilizé plantulas de camote (Ipomoea batatas (L.) Lamarck, 1793) de las
variedades Tanzania (codigo CIP N° 440166) y Wagabolige (codigo CIP N° 440167),
proporcionadas por el Banco de Germoplasma de Camote del Centro Internacional de

la Papa bajo la forma de plantulas in vitro contenidas en magenta plasticas.

3.1.2. Reactivos

Sales de Murashige y Skoog, fitohormonas (2,4-D, ZR, KIN, 4-FA, TDZ, BAP,
AG3;), agua de coco, sucrosa, Gelrite, agua destilada, vitaminas para el medio de

propagacion, alcochol 96%.

3.1.3. Utensilios de Laboratorio

Bakers de 500 y 1000 ml, tubos de vidrio de 18 x 150 mm con tapa, magentas
plasticas de 60 x 60 x 100 mm, placas Petri descartables de 100 x 15 mm, placas Petri
de vidrio de 100 x 15 mm, pipetas de vidrio 1 y 10 ml, tips de 10, 20, 200, 1000 ul,
probetas de 100, 500 y 1000 ml, Eppendorf de 2 ml, cinta envolvente tipo “Saran
wrap” y “Parafilm”, botellas de vidrio de 1L, gradillas para tubos, algodon, pinzas,

bisturies, hojas de bisturi # 10.



3.1.4. Equipo de Laboratorio

Autoclave, balanza metalica, dispensador de medios automatico, camara de flujo
laminar, mechero, esterilizador de instrumentos, agitador magnético, pH metro, cuarto

de incubacion.

3.1.5. Medios de cultivo

Los medios de cultivo desarrollados se destinaron para la propagacion de material in

vitro o la regeneracion de plantulas.

3.1.5.1. Medio de Propagacion basal (MPB):

Los medios de propagacion estuvieron compuestos de sales Murashige & Skoog (MS)
(Tabla N° 3), sucrosa 3%, Gelrite 0.2% (s6lo MPB sdlido) y fueron complementados
con soluciones concentradas de vitaminas (Tabla N° 4). El MPB liquido, se uso para
la micropropagacion de esquejes (Tabla N° 5), variando su formulacion segun el
cultivar utilizado; mientras que el MPB sdlido, se usé para el mantenimiento del
crecimiento de las plantulas regeneradas (Tabla N° 6), siendo el mismo en ambos

cultivares.

3.1.5.2. Medios de Regeneracion:

Los medios de regeneracién estuvieron compuestos de las sales de MS, sucrosa 3%,
Gelrite 0.2% y fueron suplementados con distintas concentraciones de reguladores de

crecimiento.

Se prepard soluciones concentradas de reguladores de crecimiento a 1000 y 2000
mg/l, de las cuales se tomaron alicuotas que se agregaron a los medios de cultivo

después de ser autoclavados y enfriados (Tabla N° 7).

Todos los medios de cultivo se calibraron a pH 5.8 con NaOH o HCI antes de ser

autoclavados a 15 libras de presion durante 20 minutos y a una temperatura de 121° C.



3.2. Métodos

3.2.1. Micropropagacion

De cada plantula se tomé de 1 a 2 esquejes de 3 a 3.5 cm conteniendo 6 nudos. Se
colocé 4 esquejes por magenta con 50 ml de medio liquido de propagacion. El

material fue propagado cada 5 a 7 semanas.

Se desarroll6 un ensayo preliminar utilizando 5 magentas por cada medio de
micropropagacion disefiado, ubicando un total de 120 nudos por medio; con la
finalidad de establecer un medio de propagacion adecuado para la obtencion de
plantulas que sirvan como donantes de explantes. Se tuvo en cuenta las variaciones en

las cantidades de sales MS, vitaminas MPB, sucrosa y agua de coco.

Se determind el porcentaje de explantes (hojas) que brotaron por medio de
micropropagacion multiplicando el nimero de hojas obtenidas por 100 y luego,

dividiendo dicha cantidad entre el nimero total de nudos utilizados (120).

3.2.2. Preparacion de los explantes

Se usé como explantes: Hojas con 0.5 — 1 cm de peciolo, obtenidas a partir de las tres
primeras hojas distales de plantulas con 21 a 24 dias de edad. Paralelamente, a manera
de comparacidn, se usaron raices, provenientes de callos; y peciolos, tomados a partir
de la primera a tercera hoja distal de la plantula, con los limites de edad anteriormente

descritos.

3.2.3. Corte de los explantes

Se hicieron ensayos preliminares en los explantes hojas con peciolo, de ambas
variedades, para determinar el efecto del corte de los peciolos en forma transversal
(Figura N° 1) o transversal y logitudinalmente (Figura N° 2) en la eficiencia de

regeneracion. Los resultados fueron evaluados mediante la observacion in situ.



3.2.4. Posicion de los explantes

Se colocaron 30 hojas con peciolo de la variedad Tanzania en posicion vertical y
horizontal al medio de cultivo (Figura N° 3). Los explantes se distribuyeron
uniformemente en 5 placas Petri que contenian el medio 2,4-D 0.05 mg/l (S1) y ZR
0.2 mg/l (S2). Se utilizo la variedad Tanzania como modelo de estudio, y en base a los
resultados obtenidos, se cultivaron los explantes de la variedad Wagabolige en el
medio 2,4-D 0.05 mg/l (S1) y KIN 0.4 mg/l (S2).

3.2.5. Disefio de los Protocolos de Regeneracion

El protocolo de regeneracion para hojas mas peciolo consistio en un tratamiento de
dos fases. La primera fase (S1) radicé en el mantemiento de los explantes por 3 a 4
dias en un medio suplementado con auxina. La segunda fase (S2), en el
mantenimiento de los explantes provenientes de S1 por un periodo de 7 a 8 semanas
en un medio suplementado con una a dos citoquininas. Los explantes de S2, en ambas
variedades, se subcultivaron en medio fresco cada 15 dias. En Wagabolige, ademas,
se subcultivaron cada 5, 7, 10, 15 y 30 dias en medios con concentraciones
ascendentes o descendentes de citoquininas, segun el tratamiento estudiado,
generando protocolos de tres (S3) y cuatro (S4) fases -segln el nimero de medios de
regeneracion utilizados dentro de un mismo tratamiento-. Se probaron 25 tratamientos
de regeneracién en Tanzania (Tabla N° 8) y 24 tratamientos de regeneracion en
Wagabolige (Tabla N°9).

Los explantes se colocaron en placas Petri, manteniendo una posicion vertical con una
distribucion paralela en dos filas, ubicando 3 explantes por fila. Cada placa Petri tuvo
un contenido aproximado de 25 ml del medio de regeneracion estudiado. Se realizé un
minimo de 30 repeticiones por tratamiento; considerando cada explante como una
repeticion. Cada experimento fue ejecutado de 1 a 16 veces en Tanzania y de 1 a 22
veces en Wagabolige. El nimero de repeticiones utilizadas en los experimentos se
determind teniendo en cuenta la respuesta regenerativa de brotes normales (Tabla N°
10y 11).



El protocolo de regeneracidn para raices consistio en un tratamiento de dos fases. En
la S1, se colocaron las raices - obtenidas a partir de callos- en un medio suplementado
con auxina y/o acido giberélico por un periodo de 3 dias. En la S2, se mantuvieron los
explantes en un medio suplementado con citoquininas por 7 a 8 semanas. Los
tratamientos 1, 2 y 3 fueron comunes a ambas variedades, el tratamiento 4 de uso
exclusivo para Wagabolige y el tratamiento 5 para Tanzania (Tabla N° 12). Los
explantes fueron subcultivados cada 15 dias. Se utilizaron 18 explantes por

tratamiento. Cada tratamiento fue ejecutado dos veces.

El protocolo de regeneracion para peciolos, también consistié en un tratamiento de
dos fases. En la S1, se colocaron los peciolos en un medio de cultivo con 2,4-D 0.05
mg/l, en el cual la base de los peciolos se mantuvo en contacto con el medio con
auxina por un periodo de tres dias. En la S2, los explantes provenientes de la S1 se
transfirieron a un medio de cultivo con TDZ 0.05 mg/l + BAP 0.05 mg/l por un
periodo de 7 a 8 semanas, colocando la base de los peciolos en posicion vertical
invertida. Los explantes fueron subcultivados periddicamente cada 15 dias. Se

ejecutaron 35 repeticiones en un unico experimento.

3.2.6. Condiciones de cultivo

Los explantes fueron mantenidos en cuartos de cultivo a una temperatura de 25 + 2°

C, con un fotoperiodo de 16 horas luz a 3000 lux (40 uE/ m?/ seg).

3.2.7. Evaluacion

Los explantes fueron evaluados a la primera, segunda, cuarta, sexta y octava semana.

Considerandose los siguientes criterios de evaluacion:
Formacion de callo: Porcentaje, tamafio, color, textura.
Regeneracion de raices: Porcentaje.

Regeneracidn de plantulas: Tiempo, porcentaje, apariencia.



El porcentaje de regeneracion de plantulas, que se establecié para la presente
investigacidn, se calculé teniendo en cuenta el nimero de explantes con regenerantes
divididos entre el total de explantes probados, cédlculo denominado eficiencia de
regeneracion (ER); y el numero total de regenerantes obtenidos entre el total de

explantes probados, denominado rendimiento de regeneracion.

Mientras que los porcentajes de regeneracion de callos y raices se calculé dividiendo

el nimero de callos o raices formados entre el total de explantes probados.

3.2.8. Andlisis estadistico

Los explantes fueron muestreados aleatoriamente y los resultados evaluados
estadisticamente utilizando el Test de Proporciones RGui, en el que se comparé la
diferencia significativa existente entre dos o mas tratamientos de regeneracion.

Considerandose lo siguiente:

Numero total de regenerantes.

Numero de regenerantes por explante.

Numero de regenerantes normales totales y por explante.
Numero de regenerantes anormales totales y por explante.

La comparacion se realizd entre tratamientos con caracteristicas similares, tales como:
el nimero de explantes utilizados y el nimero de regenerantes normales y anormales
obtenidos por explante (ER) y en total (RR). Para efectos de andlisis del rol de las
hormonas, se enfrentd medios de regeneracion con diferentes concentraciones de

auxina, citoquininay acido giberélico.



V. RESULTADOS

4.1. Micropropagacion

De un total de 120 nudos por tratamiento, distribuidos en 4 esquejes de 6 nudos cada
uno, en la variedad Tanzania brotaron de uno a dos nudos por esqueje, mientras que
en la variedad Wagabolige de tres a cuatro (Figura N° 4). Esta dltima variedad
presentd tallos con muchas ramificaciones y en algunos casos, dependiendo del

medio, ausencia de hojas.

Se cuantifico el nimero de hojas con peciolos de la primera a tercera posicion apical
de las plantulas que brotaron por medio, determinando el porcentaje de explantes
totales por tratamiento en los medios liquidos de micropropagacion de Tanzania
(Tabla N° 13) y Wagabolige (Tabla N° 14).

Los medios de propagacién 4 y 5 (Tabla N° 5) permitieron la obtencién de una mejor
calidad y mayor namero de plantulas donantes de explantes, generando un 45y 55%
de explantes -hojas con peciolo- en las variedades Tanzania y Wagabolige,

respectivamente.

En Tanzania, el porcentaje de hojas obtenidas varié segin el medio de
micropropagacion utilizado (p= 0.003715), Anexo 9.3.1. Las plantulas provenientes
del primero (37.5%), segundo (30%) y tercer (37.5%) medio de micropropagacion
presentaron hojas con apariencia normal pero de tamafio pequefio; las plantulas
obtenidas a partir del cuarto (45%) medio de micropropagacion presentaron hojas con
mejor apariencia y vitalidad -de tres magentas propagadas se obtuvo 40 explantes,
74.4% del total de explantes obtenidos para este medio. Finalmente, las plantulas
provenientes del quinto (22.5%) y ultimo medio de micropropagacion presentaron
hojas pequenfas, débiles y de mala apariencia, habiendo incluso ausencia de hojas en

ciertas plantulas.

En Wagabolige el porcentaje de hojas obtenidas, también, varié segin el medio de

micropropagacion utilizado (p= 0.0000037), Anexo 9.3.2. El quinto medio liquido de



micropropagacion produjo 55% de plantas donantes. Sin embargo, los tallos

presentaron una gran ramificacion, lo que dificult6 el proceso de propagacion.

De otro lado, el segundo medio, aunque con menor cantidad de explantes producidos
(37.5%), presento hojas con mejor apariencia y vitalidad. Donde, el uso de agua de
coco redujo la ramificacién de tallos, lo que condujo a una mayor uniformidad de

esquejes propagados.

4.2. Corte de los peciolos

Los peciolos de los explantes hojas con peciolo, en ambas variedades, se cortaron
transversalmente con la finalidad de disminuir el dafio producido en el explante y

reducir la produccién de fenoles, resultados basados en la observacion in situ.

4.3. Posicion de los explantes

La posicion vertical de los explantes, en comparacion con la horizontal, tiende a
incrementar el porcentaje de regeneracion en Tanzania (Anexo 9.3.3), en un 16.6%
(p=0.06171). El analisis de los resultados revela una tendencia de regeneracion en los
explantes cultivados en dicha posicion; razén por la cual, se decidié colocar los

explantes perpendicularmente al medio de cultivo en ambas variedades (Figura N° 5).

4.4. Formacion de regenerantes

4.4.1. A partir de hojas con peciolo:

Los regenerantes obtenidos emergieron a partir de los callos y sélo en dos ocasiones, a
partir de las raices, provenientes de los callos. Los callos surgieron a partir de la

division celular producida en la base de los peciolos que se mantuvieron en contacto



con el medio de cultivo. Los regenerantes surgieron en un corto periodo (17 a 25

dias), apareciendo inicialmente como estructuras pigmentadas de color rojizo.

Los regenerantes obtenidos fueron de dos tipos: Normales (Figura N° 6 y 7) de
apariencia idéntica a la planta, y anormales, de hojas suculentas “hiperhidricas” y en

forma arrosetada (Figura N° 8).

La cantidad de regenerantes por callo varidé segin la variedad de camote utilizada,
habiendo formacién de brotes multiples, es decir; convivencia de dos regenerantes en
el mismo callo (Figura N° 9) o la formacién de regenerantes, posteriores a la

escincion del primero de ellos.

En la variedad Tanzania se formaron hasta tres regenerantes por explante. El primer

regenerante tuvo apariencia normal y los dos siguientes apariencia anormal.

En la variedad Wagabolige, la formacion de brotes multiples fue menor, regenerando

un maximo de dos brotes por explante.

44.1.1. Regenerantesen Tanzania

Al analizar la eficiencia de regeneracion (ER), nimero de explantes con regenerantes
por cien entre el nimero total de explantes probados (Anexo 9.3.4.1), se determiné
que la variedad Tanzania tiene una mayor tendencia a la formacion de regenerantes
anormales (Tabla N° 15), destacando el tratamiento 15 (2,4-D 0.1 mg/l, S1;y ZR 0.2
mg/l, S2) por inducir la mayor formacién de brotes amorfos (30%).

Unicamente los tratamientos 2, 4, 11, 20 y 25 regeneraron brotes normales. Entre
ellos, los tratamientos 11 y 20 destacaron por inducir una mayor formacién de brotes
normales, generando un 3.33% de regeneracion, respectivamente; seguidos por los
tratamientos 2 (2.92%), 4 (1.72%) y 25 (1.66%). Sin embargo; no se encontrd

diferencia significativa entre los tratamientos (p= 0.835).

Al analizar el rendimiento de regeneracion (RR), célculo determinado por la
multiplicacién del namero total de regenerantes obtenidos por cien entre el total de
explantes probados (Anexo 9.3.4.2), se determin6 que el tratamiento 11 (2,4-D 0.01
mg/l + AG3 1 mg/l, S1; y ZR 0.2 mg/l, S2) fue el Gnico que incrementd la respuesta



regenerativa de brotes normales, produciendo un 4.66% de regenerantes normales
totales. De otro lado, los tratamientos 1, 2, 4 y 13 regeneraron 8.33, 10.36, 10.91 y

10% de regenerantes anormales totales, respectivamente (Tabla N° 16).

A pesar de que no existe diferencia significativa entre los tratamientos que
regeneraron brotes normales por explante (p= 0.835) o totales (p = 0.4533) y los
tratamientos 11 (2,4-D 0.01 mg/l + AG3 1 mg/l, S1; y ZR 0.2 mg/l, S2) y 20 (2,4-D
0.1 mg/l + AG; 5 mg/l, S1; y ZR 0.2 mg/l, S2) tuvieron la misma eficiencia de
regeneracion de brotes normales (3.33%); se recomienda utilizar el tratamiento 11,
por haber producido una mayor uniformidad y constancia en los resultados de
regeneracion durante las numerosas ejecuciones de los experimentos y haber

regenerado brotes con mayor vitalidad y en menor tiempo, antes de los 20 dias.

44.1.2. Regenerantes en Wagabolige

Analizando la eficiencia de regeneracion (Anexo 9.3.5.1) se determind que en
Wagabolige existe una mayor tendencia a la formacion de regenerantes normales
(Tabla N° 17).

El tratamiento 1, regener6 un Unico brote normal (0.92%) de 108 explantes
ensayados; el tratamiento 2, dos regenerantes normales (0.92%) de 216 explantes
probados; y el tratamiento 3, origind un total de 10 regenerantes normales (1.46%) y 3
anormales (0.14%), a partir de 682 explantes. Sin embargo; no se ha encontrado
diferencia significativa entre el primer y segundo tratamiento (p= 1), ni entre el
segundo y tercero (p=0.79).

Los tratamientos 9, 10 y 12 regeneraron un unico brote normal, por tratamiento, a
partir de 136 explantes probados (0.73%); no existiendo diferencia significativa entre
ellos (p=1). Sin embargo, no se pudo determinar la eficiencia real de regeneracion de
dichos tratamientos, en los que se ensayaba el efecto del aumento o disminucion
periodica de la concentracion de citoquinina en S2; debido a que la regeneracion de
los explantes se dio durante su subcultivo en el tratamiento 3: KIN 0.4 mg/l (S2); es
decir, mucho antes de cambiar los explantes a una concentracion diferente de
citoquinina. Razén por la cual, en los siguientes tratamientos (17, 18 y 19) se

trabajaron con intervalos menores de tiempo: 5, 7 y 10 dias, respectivamente.



Los tratamientos 17 y 18, de un total de 90 explantes, regeneraron cada uno un brote
normal (1.11%); mientras que el tratamiento 19 regenerd un Unico brote anormal, de
30 explantes probados (3.33%).

Al analizar el rendimiento de regeneracion de Wagabolige (Anexo 9.3.5.2) se
determind que el tratamiento 18 regener6 un adicional de 1.11% de regenerantes
anormales. Mientras que el tratamiento 2 y 3, regeneraron un adicional de 0.93% y

0.29% de brotes normales, respectivamente (Tabla N° 18).

Aungue no se encontr6 diferencia significativa entre los tratamientos que regeneraron
brotes normales por explante (p= 0.9861) o totales (p= 0.921), los mejores
tratamientos de regeneracion fueron el 2 y 3, con 0.92% y 1.46% de regenerantes
normales por explante (ER) y 1.85% y 1.75% de regenerantes normales totales (RR)
obtenidos a partir de 216 y 682 explantes ensayados, respectivamente. Sin embargo; y
teniendo en cuenta que la importancia de regeneracion radica en el nimero de
explantes con regenerantes (ER) y no el total de regenerantes obtenidos (RR), ya que
estos pueden ser clones, el tratamiento 3 se perfila como el mas apto para fines de

regeneracion en Wagabolige.

4.4.2. A partir de raices:

En la variedad Wagabolige se obtuvieron dos regenerantes (uno de cada tipo) a partir
de las raices cultivadas en el cuarto tratamiento (Figura N° 10); sin embargo, en
general, las raices demostraron no tener eficiencia regenerativa significativa en las

variedades estudiadas.

Las raices usadas como explantes tuvieron, principalmente, un crecimiento
longitudinal con un incremento de grosor poco notable y ademas, la presencia de

pequenfias raices adventicias que emergian a partir de ellas (Figura N° 11).

Las raices cultivadas en los tres primeros tratamientos denotaron una apariencia
friable y poco consistente, siendo de color amarillo palido; pero las raices de los

tratamientos 4 y 5 mostraron una apariencia normal.



4.4.3. A partir de peciolos:

Los peciolos presentaron una apariencia compacta y granulosa. Necrosaron a los
pocos dias de ser cultivados en los tratamientos de regeneracion y en ninguna de las
dos variedades regeneré plantas completas. Sin embargo; los peciolos permitieron la
regeneracion de un 20% y 26.66% de raices en Tanzania y Wagabolige,
respectivamente, al usar el tratamiento 2,4-D 0.05 mg/l (S1) y TDZ 0.05 mg/l + BAP
0.05 mg/I (S2) (Figura N° 12).

4.5. Formacion, regeneracion y tamafio de callo

La formacion de callos se inicié con un ligero ensanchamiento de la base de los
peciolos, después de que estos permanecieron por tres dias en un medio suplementado
con 2,4-D (Figura N° 13). Posteriormente, entre el quinto y décimo dia, se definié la

apariencia caracteristica del callo.

En Tanzania y Wagabolige la formacion de callos fue 100% exitosa; a excepcion de
los tratamientos 2, 3, 4 y 14 de Wagabolige; donde, el porcentaje de formacion de
callos fue de 88.88, 93.86, 82.44 y 86.66%, respectivamente. Sin embargo, el
tratamiento 3 presento un 3.44% de contaminacion; factor que pudo haber influido en

la generacion exitosa de callos.

El tamafio de los callos, en ambas variedades, oscil6 entre 0.7 — 0.9 cm; sin embargo,
en los tratamientos 14, 19, 20 y 21 de Wagabolige, vario. En el tratamiento 14 de
Wagabolige, los callos disminuyeron de tamafio, llegando a medir entre 0.2 a 0.3 cm,
denotando una apariencia rojiza. En los tratamientos siguientes, donde se uso 4-FA, el

tamafio de los callos incrementd 1 cm (Figura N° 14).

4.6. Influencia del AGsy 2,4-D en la organogénesis

La accion del 2,4-D y AG; sobre el proceso de regeneracion tuvo diferentes

respuestas morfogenéticas, dependiendo de la variedad de camote utilizada. Dichas



respuestas variaron segun la concentracion de auxina y giberelina empleada, en

combinacion o en forma separada.

El AGs y 2,4-D influyeron sobre el incremento de regenerantes normales y el nimero

de callos con raices.

4.6.1. Regenerantes normales

A) En Tanzania

El incremento de 2,4-D tuvo una influencia directamente proporcional sobre la
regeneracion de explantes anormales. A una concentracion de 0.1 mg/l, el 2,4-D
incremento la respuesta regenerativa de brotes anormales (40%) en comparacion la de
0.01 mg/l que la disminuyo (2.22%). Sin embargo, el uso de concentraciones medias
de 2,4-D (0.05 mg/l) en S1 permitié la germinacion de regenerantes normales, 2.92%
(Tabla N° 19).

El efecto del AGs en el proceso de regeneracion de brotes normales, se calculd
comparando los tratamientos suplementados con diferentes concentraciones de AGs
(0.1,0.5, 1,5y 7 mg/l) en combinacion con 2,4-D 0.1 mg/l (S1), usando como control
un medio de cultivo, en S1, s6lo con 2,4-D 0.1 mg/l. La regeneracion de brotes
normales se logro, Unicamente, en aquellos tratamientos suplementados con 5y 7
mg/l de AG3 (S1), obteniéndose 3.33% y 1.66% de regeneracion, respectivamente
(Tabla N° 20).

El incremento de ZR, en la S2, tuvo un efecto sobre la regeneracion de explantes
normales, siendo mayor la regeneracion en el tratamiento 2, que contuvo ZR 0.2 mg/I
(2.92%); en comparacion con el tratamiento 1, que us6 ZR 0.1 mg/l. Este Gltimo no

regenerod explantes normales (Tabla N° 21).

El uso de AG; y 2,4-D de manera combinada, en S1, permitio la regeneracion de un
gran namero de brotes normales (Tabla N° 22). Presentando los tratamientos 11 y 20

los mayores porcentajes de regeneracion de brotes normales (3.33%). Sin embargo, y



aunque no existe diferencia significativa entre los tratamientos mencionados (p= 1),
se prefiri6 trabajar con el tratamiento 11 (2,4-D 0.01 mg/l + AG3 1 mg/l, S1y ZR 0.2

mg/l, S2), por las razones descritas previamente.

B) En Wagabolige

Las concentraciones de AGj; utilizadas (0.1 y 1 mg/l) no evidenciaron efectos
positivos sobre el proceso de regeneracion de explantes, pero si una cierta tendencia a

incrementar el nGmero de callos con raices.

El uso de bajas concentraciones de KIN en S2 disminuyd el porcentaje de
regeneracion de brotes normales. El tratamiento 2 (KIN 0.2 mg/l) regener6 0.92% de
brotes normales, en comparacién con el tratamiento 3 (KIN 0.4 mg/l) que regenero

1.46% de brotes normales, respectivamente (Tabla N° 23).

Entre los tratamientos que regeneraron brotes normales, y sabiendo que no existe
diferencia significativa entre ellos, se prefirio utilizar el tratamiento 3 (2,4-D 0.05
mg/l, S1, y KIN 0.4 mg/l, S2); porque presentd el mayor porcentaje de regeneracion

de brotes normales (1.46%).

4.6.2. Numero de callos con raices

A) En Tanzania

El uso de 2,4-D a elevadas concentraciones (0.1 mg/l) disminuyé la formacion de
raices, en Tanzania, mientras que el AGs generd un efecto antagonico en la auxina,
inhibiendo su accion. Esto fue evidente al comparar el tratamiento 15 (36.66%) con el
16 (48.33%), ya que este Gltimo que contenia AG3 (1 mg/l), increment6 la formacion

de callos con raices en 11.67%.

La influencia positiva del AGs en el proceso de formacion de raices en Tanzania, se

baso, ademas, en la comparacion de los tratamientos 2 (2,4-D 0.05 mg/l, S1; ZR 0.2



mg/l, S2) y 4 (2,4-D 0.05 mg/l + AG3 1 mg/l, S1; y ZR 0.2 mg/l, S2) donde, se
observo un incremento en el porcentaje de formacion de callos con raices de 18.24% a
29.16%. De igual forma, al comparar los tratamientos 17 (2,4-D 0.01 mg/l, S1; y ZR
0.2 mg/l, S2) y 11 (2,4-D 0.01 mg/l + AG3 1 mg/l, S1;y ZR 0.2 mg/l, S2), se observo
un incremento radicular que fue de 4.44%, tratamiento sin AG3, a 50.66%,

tratamiento con AGs.

La concentracion oOptima de uso de AG; se calculd6 comparando el tratamiento 15
(36.66%), sin AGs, con los tratamientos 6 (24.07%), 19 (40%), 16 (48.33%), 20
(23.33%) y 25 (40%) que fueron suministrados con 0.1, 0.5, 1, 5y 7 mg/l de AGs3,
respectivamente. Estableciendo que el empleo de 1 mg/l de AG3; (tratamiento 16), en

el medio de cultivo, genera un mayor incremento de formacién de callos con raices.

La combinacion del 2,4-D y AGs en los medios de regeneracion, incrementd la
formacion de callos con raices, principalmente en el tratamiento 11 (50.66%). Este
tratamiento, coincidentemente o no, también obtuvo el mayor porcentaje de
regeneracion de brotes normales en Tanzania (3.33%). Sin embargo; no se puede
concluir que exista una relacion entre el nimero de callos con raices y la eficiencia de
regeneracion de brotes normales, ya que los tratamientos 16 y 19 que generaron 48.33

y 40% de callos con raices, respectivamente, sélo regeneraron brotes anormales.

En Tanzania, los tratamientos que destacaron por inducir una mayor formacion de
callos con raices (mayores al 40%) fueron: 11, 16, 19, 20, 24 y 25 que regeneraron
50.66, 48.33, 40, 23.33, 46.66 y 40% de callos con raices (Tabla N° 24). El analisis
estadistico evidencio la existencia de diferencia significativa (p= 0.006721) entre los

tratamientos (Anexo 9.3.6).

De otro lado, en aquellos tratamientos de regeneracion en los que se utilizé 4-FA, a

diferentes concentraciones, no se obtuvieron callos con raices.

B) En Wagabolige

En la variedad Wagabolige el uso de KIN disminuyo la formacion de callos con

raices. Sin embargo; el mantenimiento de los callos por largos periodos de cultivo, en



el medio, inhibio la accion de la KIN y por ende, favorecid la formacion de raices en
los callos. EI cambio de placas cada 5, 7 y 10 dias produjo en los tratamientos 17, 18 y
19 un total de 15.55, 34.44 y 53.33% de callos con raices, respectivamente (Tabla N°
25).

No se encontr6 diferencia (p= 0.5524) entre los tratamientos 8 (40%), 13 (50%) y 19
(53%) que regeneraron el mayor porcentaje de callos con raices en la variedad
Wagabolige (Anexo 9.3.7).



V. DISCUSION

Micropropagacion

Los requerimientos de vitaminas fueron abastecidos, parcialmente, con agua de coco
(2.5 ml/) obteniéndose un incremento en la calidad y nimero de plantas donantes de
explantes. Segun, Roca y Mroginski (1991) esto se explicaria por la presencia de una
amplia gama de componentes organicos, que intervienen en la nutricion celular; y de
compuestos fendlicos como leucoantocianinas, que podrian incitar la division celular
de explantes. Ademas, el agua de coco podria interactuar a niveles relativamente bajos
(5%-10% v/v) con las auxinas enddgenas, promoviendo el crecimiento, en situaciones

en que por si sola es ineficiente.

El uso de plantulas propagadas por esquejes con 6 nudos obtenidos de la parte central
del tallo, en medio liquido, proporciond dptima calidad de explantes; coincidiendo
con los resultados obtenidos en trabajos anteriores para camote (Medina, 1991). Esto
se deberia fundamentalmente a que al eliminar la porcion apical del tallo se aminora

la dominancia apical; mejorando las posibilidades de brote de los diferentes nudos.

Posicion de los explantes

En la presente investigacion se utilizo las hojas con peciolo provenientes del primer,
segundo y tercer nudo de la porcién apical del tallo debido a que, segin los datos
reportados por Porobo Dessai et al. (1995), al utilizar las hojas de la segunda y tercera
posicion de la variedad Jewel, estos tipo de explantes exhiben una alta regeneracion
(91.67%). Esto se explicaria por la habilidad y capacidad regenerativa del explante,
que varia segun la edad, debido a la diferencia en los niveles endogenos de auxina o
citoquinina. Ademas, la alta actividad metabdlica de las hojas jovenes, provenientes
de la primera a tercera posicion, podria contribuir a la organogénesis (Ritchie y
Hodges, 1993).



La posicion de las hojas con peciolo en el medio de cultivo también juega un rol
importante en la respuesta organogenética, principalmente durante la primera fase de
cultivo. Hay evidencia, (Gosukonda et al., 1995) de que al cultivar las hojas con
peciolo en posicion vertical se obtiene un 77.7% de regeneracion en comparacion con
los explantes cultivados en posicion horizontal (44.4%) y verticalmente invertida
(58.8%); corroborando los resultados obtenidos en la presente investigacién, en donde
hubo un 16.66% de diferencia de regeneracion entre los explantes cultivados en
posicion vertical en comparacion con los cultivados de forma horizontal. Infiriendo
que debido a que el 2,4-D es una hormona con movimiento polar basipetalo, resulta
mas ventajoso colocar los explantes en posicion vertical al medio de cultivo. Ademas,
la omisién del contacto de la lamina foliar con el medio de cultivo, que se produce al
mantener los explantes en posicion horizontal, podria disminuir la absorcion de la

auxina exdgena, que en exceso resulta toxica para la planta.

Al colocar los peciolos, rasgados superficialmente, en posicion verticalmente
invertida en la segunda fase del protocolo de regeneracién, los resultados obtenidos
(ausencia de regeneracidn) difirieron de los documentados por Gosukonda et al.
(1995b) quien obtuvo un 74% de regeneracion en peciolos de variedades americanas
de camote. Esto puede deberse a una interrupcion de la polaridad del tejido, producto
de la edad del explante o del movimiento de auxinas por difusién. Sin embargo, si la
polaridad normal del transporte de auxinas declina o es interrumpida, se presume que
nuevas rutas de transporte de auxinas se desarrollarian, induciendo la formacién de
nuevos haces vasculares, generando un mayor movimiento acropetalo de auxinas en
plantas que han crecido en posicion invertida por largos periodos. Para que esto fuera
posible y hubiese diferenciacion del tejido vascular deberia perderse la polaridad
original del tejido y ademas, suprimirse la polaridad del transporte original de auxinas

en células vecinas (Sheldrake, 1974).

Produccién de regenerantes

En la presente investigacion la formacion de regenerantes se logro via organogénesis

indirecta, en ambas variedades, y en muy baja frecuencia, en Wagabolige, via



organogenesis directa. Corroborando dos de los procesos de regeneracion reportados

en camote por Medina (1991).

Los regenerantes aparecieron inicialmente como pequefias estructuras pigmentadas
(rojizas) que emergieron a partir del callo durante el subcultivo en la segunda fase del
protocolo de regeneracion, siguiendo el patrén de regeneracion documentado por
Porobo Dessai et al. (1995), en otras variedades de camote. Los regenerantes se
localizaron principalmente en la base de los peciolos; sin embargo, ocasionalmente,
los regenerantes emergieron a partir de raices maduras; resultados que corroboran los

obtenidos por Porobo Dessai et al. (1995) en Jewel.

En ambas variedades se analizd el potencial de regeneracion en peciolos, raices y

hojas con peciolo.

a) Regeneracioén en peciolos y raices:

Los peciolos no presentaron potencial de regeneracién, corroborando los resultados
obtenidos en cultivares élites de camote por Medina (1991); en contraste con la alta
regeneracion (85%) alcanzada por Gosukonda et al. (1995a) al trabajar con peciolos
del segundo y tercer nudo. La ausencia de regeneracion podria deberse a una
insuficiencia de auxina endogena en el explante, debido a la ausencia de hojas, que
producen dicha hormona en el limbo y la transportan por el floema al resto de
organos, segun investigaciones realizadas por Baker (2000). De otro lado, la ausencia
de los receptores celulares de auxinas que se encuentran principalmente en las hojas,

genera un vacio en la percepcion y respuesta morfogenética.

Las raices utilizadas en la presente investigacion no presentaron una regeneracion
exitosa, como la reportada por Blasco (2007) quien obtuvo un 36% de regeneracion
de brotes normales a partir de raices emergientes de callos en Wagabolige. De igual
forma Medina (1991) obtuvo 50% de regenerantes a partir de fragmentos de raices de
4 a5 cm de longitud en Jewel; sin embargo, estos fragmentos fueron precultivados en
oscuridad, a diferencia del precultivo en luz de las raices de la presente investigacion.

Factor que pudo haber restringido una optima eficiencia regenerativa.



De otro lado, contradiciendo los resultados obtenidos por Sihachakr et al. (1997),
quien utilizd6 Acido alfa-naftalenacético (ANA) y Benciladenina (BA) de manera
combinada en fragmentos de raices regeneradas; el uso combinado de auxinas y

citoquininas tampoco permitio la regeneracion de plantas completas.

b) Regeneracidn a partir de hojas con peciolo:

Sélo un pequefio porcentaje de explantes regeneraron en las variedades Tanzania
(10.42%) y Wagabolige (0.93%). Los regenerantes obtenidos en la variedad Tanzania
fueron en su mayoria anormales (8.85%) de apariencia hiperhidrica y procedentes de
tratamientos cuyos callos presentaron una escasa a nula formacion de raices; mientras
que en Wagabolige los regenerantes fueron, principalmente, de apariencia normal
(0.80%), ratificando los resultados de regeneracion obtenidos por Blasco (2007) en las

variedades estudiadas, Tanzania (26%) y Wagabolige (16%), respectivamente.

La formacion de regenerantes anormales podria ser producto de un reordenamiento
celular andmalo o una alta concentracién enddgena de auxina, la cual interactuaria
con la auxina presente en el medio generando un exceso que podria llegar a ser

incluso toxico para la planta.

El exceso de 2,4-D, en los medios de regeneracion (S1), pudo haber inducido la
formacién de regenerantes anormales y provocado un incremento en la incidencia de
brotes amorfos en aquellos tratamientos de Tanzania que usaron ZR (S2); y en
aquellos que usaron ZR en combinacion con 2,4-D (S1), inhibi6é y no redujo, como
reportd Porobo Dessai et al. (1995) el porcentaje de regeneracién. De otro lado, en
Wagabolige, la combinacion del 2,4-D con KIN, ambos a bajas concentraciones (0.01
mg/l), no sélo inhibi6o el proceso de regeneracion, contradiciendo los resultados
reportados por Sihachakr et al. (1997), quien documenta haber logrado una
temprana y alta frecuencia de regeneracion en camote, sino que; ademas, produjo la

formacion de callos pequefios (0.2 - 0.3 cm).

No se encontro diferencia entre los tratamientos que regeneraron brotes normales en
Tanzania (p=0.875) y Wagabolige (p=0.9861). Sin embargo, recomiendo utilizar el

tratamiento 11 y 3 porque poseen los mayores porcentajes de regeneracion de brotes



normales entre los tratamientos probados, 3.33% y 1.46% en Tanzania y Wagabolige,

respectivamente.

Con la presente investigacion, se demostrd que si existe influencia directa entre la
concentracion de KIN y el tamafio del callo; en donde, a mayor concentracion de esta
citoquinina se generd callos con mayor volumen; difiriendo de los resultados que

reportan una falta de relacion (Blasco, 2007).

Dentro de las cuatro citoquininas probadas (KIN, ZR, BAP y TDZ), la KIN y ZR
evidenciaron los mas altos porcentajes de regeneracion, principalmente la ZR; a
diferencia del TDZ que no regener6 brotes en ninguna de las variedades estudiadas.
Estos resultados contradicen los obtenidos por Gosukonda et al. (1995a), quienes
reportaron que el TDZ promueve una alta frecuencia de regeneracion al usar TDZ,
restringiendo su campo de accién a unas pocas variedades; mientras que la KIN y ZR
promueven bajos porcentajes de regeneracion, pero actian sobre un amplio espectro
de genotipos de camote incluyendo algunos cultivares élites (Beauregard, Regal, Rojo

Blanco y Hi Dry).

La aplicacion de elevadas concentraciones de AG3 resultd ventajosa en el proceso de
regeneracion (5%); resultados que difieren con los reportados para Phaseolus vulgaris
por Haddon y Norticote, 1976; en donde ocurrié inhibicion de la diferenciacion
celular a elevadas concentraciones exogenas de AGs en un rango de 10:1 mg/l (acido

giberélico: auxina)

En la investigacion realizada la aplicacion de AGj; en la primera fase del protocolo,
combinado con bajas concentraciones de 2,4-D, permitio la regeneracion de un mayor
numero de brotes normales; contrariamente a los postulados de Doods y Roberts
(1985) que sugieren no utilizar AG3 al inicio de los tratamientos, debido a su accion
inhibitoria en la acumulacion de almidéon a nivel celular. Ademas, el AG3 incremento
el porcentaje de formacion de callos con raices, contrariamente a lo estipulado por
Rodriguez et al. (1991).

La combinacion del AG3 con citoquininas (KIN y ZR) acrecent6 -en longitud- el
tamafio de los peciolos pero en ningin caso indujo la formacién de regenerantes;

contrariamente al efecto positivo que documenté Medina  (1991).



La baja eficiencia de regeneracion alcanzada en la presente investigacion, en
comparacion con los datos documentados, puede atribuirse a la respuesta genotipo
dependiente del cultivar empleado, existiendo reportes de que ni aun bajo las mismas
condiciones de regeneracion, variedades diferentes de un mismo cultivar responden de
manera uniforme (Heeres et al., 2002). En camote, podria haber un mayor incremento
de la relacion genotipo dependiente debido a la naturaleza hexaploide de su genoma,
ya que genotipos con alta ploidia y nimero de cromosomas muestran mayor
variabilidad (Jain, 2001).

También se podria presumir que una posible carencia o inadecuada cantidad de
nutrientes en los medios de micropropagacion haya influido en la formacion de
explantes con éptimas caracteristicas fisiologicas y potencial de regeneracion; siendo

necesario optimizar la calidad fisiologica de los explantes con mas investigaciones.

Otra posible causa del podria atribuirse a la ocurrencia de variacion somaclonal en las
plantas donantes de explantes; en donde, el sistema de cultivo de tejidos pudo haber
reprogramado o reestructurado eventos bajo condiciones diferentes de las naturales,
creando un amplio rango de variacion epigenética en las plantas regeneradas a partir
de esquejes (Jain, 2001). Asi mismo, los numerosos subcultivos de las plantulas

utilizadas en el presente trabajo pudieron influir en su eficiencia regenerativa.

Ademas, el adecuado control de los ciclos celulares, que previene la division celular
antes de que se complete la replicacién de ADN, podria haber sido interrumpido por
el cultivo de tejidos, propiciando la ruptura de cromosomas; que, COmMo consecuencia,
causaron aberraciones, tales como: delecciones, duplicaciones, inversiones y

traslocaciones (Duncan, 1997) en los regenerantes formados.



VI. CONCLUSIONES

Los medios de micropropagacion 4 (MS: 2.2 g/l, sucrosa: 25 g/l, MPB: 2.5 ml/l, agua
de coco: 25 ml/l) y 5 (MS: 2.2 g/l, sucrosa: 25 g/l, MPB: 5 ml/l) permiten la
obtencion de una mejor calidad y mayor nimero de explantes donantes en las
variedades Tanzania (45%) y Wagabolige (55%).

Las hojas con peciolos cultivadas en posicion vertical -en comparacion con la

horizontal- tienden a generar una mayor respuesta de regeneraciéon (p= 0.06).
El AG3 incrementa el porcentaje de brotes normales en Tanzania.

El 2,4-D a elevadas concentraciones (0.1 mg/) incrementa el porcentaje de brotes

anormales en Tanzania.

La citoquinina incrementa la regeneracion de plantas normales a deteminadas

concentraciones (0.2 mg/l en Tanzania y 0.4 mg/l en Wagabolige).
No existe relacién entre el tamafio de callo y la eficiencia de regeneracion.

La formacién de raices esta influencia por el 2,4-D y AG3 en Tanzania, e inhibida por
la KIN en Wagabolige. Sin embargo, no existe relacion entre el nimero de callos con

raices y el nimero de regenerantes formados.

En Tanzania, se han obtenido 5 tratamientos con capacidad de inducir la regeneracion
de brotes normales (p=0.835); entre ellos el tratamiento 11 (2,4-D 0.01 mg/l + AG;3 1
mg/l, S1; ZR 0.2 mg/l, S2) obtuvo el mas alto porcentaje de regeneracion de brotes

normales (3.33%).

En Wagabolige, se han obtenido 8 tratamientos (p=0.9861) que regeneran brotes
normales; entre ellos el tratamiento 3 (2,4-D 0.05 mg/l, S1; KIN 0.4 mg/l, S2) obtuvo

el mas alto porcentaje de regeneracion de brotes normales (1.46%).



VII.RECOMENDACIONES

Utilizar menor cantidad de sales MS en los medios de micropropagacion para evitar

generar estrés osmotico en las células vegetales.

Utilizar los regenerantes que emergen a partir de callos; ya que al haber culminado de
manera normal el proceso de regeneracién se presume que han adquirido dicha

capacidad.

Trabajar con plantulas provenientes de un banco de conservacién; en las cuales la

probabilidad de que haya ocurrido variacion somaclonal es menor.
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IX. ANEXOS

9.

Tabla

1. TABLAS

N 1.

Contenido de vitaminas en camote y raices y cultivos tuberosos

Vitaminas Camote Yuca Papa Taro flame Oreja de
Irlandesa elefante
Beta-caroteno(ug) 0-20 000 0-120 0-? 43 108 29
B1 (mg) 0.09 0.05 0.11 0.03 0.05 0.02
B2 (mg) 0.03 0.04 0.04 0.03 0.03 0.03
Niacina (mg) 0.6 0.6 1.2 0.76 0.41 0.8
B5 (mg) 0.59 0.3 0.13
B6 (mg) 0.26 0.25 0.08
Acido félico (ug) 14 24
C 24 20 30 15 20 14
E 4.6
Valores por 100 g de peso fresco. Fuente: Adaptado por Woolfe (1992)
Tabla N° 2.
Algunos componentes organicos del Agua de Coco
Algunos componentes organicos del Agua de Coco
Aminoacidos Vitaminas

Aspartico, glutdmico
Serina, aminobutirico
Asparragina, Glicina
B-alanina, Treonina
Histidina, Glutamina
Arginina, Lisina
Valina, Metionina
Tirosina, Prolina
Homoserina
Fenilalanina
Hidroxiprolina

Otros compuestos nitrogenados
Amonio, Etanolamina
Dihidroxifenilalanina

Acidos organicos
Shikimico, quimico
Pirrolidona carboxilico
Succinico, malico
Citrico y desconocidos

Azlcares
Sacarosa, Glucosa
Fructosa

Acido nicotinico
Acido pantoténico
Biotina, Riboflavina
Acido félico
Tiamina

Piridoxina

Acido ascérbico

Sustancias de crecimiento
Auxina
Giberelina

1,3- Difenilurea

Zeatina

Glucésido de Zeatina

Zeatina ribdsida

Otros
ARN-Polimerasa
Uracilo, Adenina
Fosfatasa acida
Diastasa
Deshidrogenasa
Peroxidasa
Catalasa

Fuente: Roca (1991)



Tabla N° 3.
Medio Murashige & Skoog (MS)

Compuestos mg mM

Macronutrientes

KNO3; 1900 18.8
NH4NO3 1650 20.6
C&Clz.ZHzO 440 3.0
MgSQ,4.7H,0 370 15
KH,PO4 170 1.25
Micronutrientes

FeS04.7H,0 27.8 100
Na,EDTA 37.3 100
MnSQ,. 4H,0 22.3 100
ZnS04.7H,0 8.6 30
H3BO3 6.3 100
Kl 0.83 5
NaMo00,.2H,0 0.25 1
CuS04.5H,0 0.025 0.1
CoCl,.H,0 0.025 0.1
Vitaminas

M100io-inositol 100
Tiamina 0.4




Tabla N° 4.
MPB Store

Tabla N° 5.

Tabla N° 6.

Reactivos 1L
Acido ascorbico 40 g
L-arginina 209
Putrescina 49
Acido giberélico 49
Pantotenato de Calcio 049
Agua destilada 1000 ml
Medios Liquidos de Propagacion Basal
Compuestos 1 2 3 4 B
Sucrosa (g) 30 30 25 25 25
Sales MS (g) 44 44 22 22 22
Vitaminas MPB (ml) 5 25 b 25 5
Agua de coco (ml) 5 25 b 25 -
Medio Sélido de Propagacion Basal
Reactivos 1L
Murashige & Skoog 449
Sucrosa 309
MPB store 5 ¢
Gelrite 2 g




Tabla N°7.

Soluciones Concentradas de Reguladores de Crecimiento y Vitaminas

Solucion concentrada

Reguladores de crecimiento y vitaminas Solvente (ppm)
Acido 2,4 — Diclorofenoxiacético Etanol 1000
Acido 4-fluorofenoxiacético Etanol 1000
Kinetina NaOH 1N 2000
Zeatina ribosida NaOH 1N 1000
Acido giberélico-3 Etanol 1000
1-Fenil-3-(1,2,3-Tidiazol-5yl)urea DMSO 1000
6-bencilaminopurina HCI 1N 1000
Putrescina Agua 10000
Pantotenato de Calcio Agua 1000
L-Arginina Agua 100000
Acido ascorbico Agua 100000




Tabla N° 8. Tratamientos de Regeneracion en Tanzania

‘Tratamientos de Regeneracién en Tanzania

Hormonas
(mol) {1 ‘2 3 4 '5 '6
24-D |005 [0.05 [0.05 [0.05 [0.05 |01 [0.05 [0.05 [0.05 [0.025 [0.01 01 |01 (001 001 01 |01 0.05 (0.1
[«5)
@
S A FA 0.025 [0.05 0.01 005 (02 [0.05
p .
[<5)
= A\ G3 1 0.1 1 1 ol 1 01 05 |5 7
(a1
ZR 01 02 |04 |02 o2 o2 o1 lo1 Jo1 |02 o2 02 02 |02 |02 02 |02 2 |02 |02 |02
BAP 02 02 [0.05 |02
TDZ 0.05
2
¥ 0 4-D 0.05
©
C
=}
> [Nex 1 01 |1
wn




Tabla N° 9. Tratamientos de Regeneracion en Wagabolige

Tratamientos de Regeneracion en Wagabolige

Hormonas
(mgfl) | 1'7 '8 '9 1'10 1'11 ‘12
2,4-D 0.05 |0.05 [0.05 [0.05 |0.05 |01 [0.05 [0.05 |0.05 |0.05 [0.05 [0.05 |0.05 |0.01 [0.01 [0.01 [0.05 |0.05 [0.05 [0.05 0.05
[<5)
% 4-EA 005 [0.05 |02
5
=SNG, 1 0.1 1
o
KIN 01 02 04 |04 |04 (02 |02 [ - T o2 001 |02 |04 0.4
BAP 0.05 02 (02 0.2
TDZ 0.05
2.4-D 0.05
2
©
S AG; 1 |02 o2
o
5
2 H,O Coco 10%
o)

“Cambio de tratamiento de 0.4 a 0.2KIN después de 15 dias; = Cambio de tratamiento de 0.4 a 0.2KIN después de 30 dias; =~ Cambio de tratamiento de 0.4 a
0.8KIN después de 15 dias; ™~ Cambio de tratamiento de 0.4 a 0.8KIN después de 30 dias; ~~~ Cambio de tratamiento de 0.4 KIN a un medio sin hormonas
Cambio de 0.1//0.2//0.4 KIN cada 5 dias; Cambio de 0.1//0.2//0.4 KIN cada 7 dias; Cambio de 0.1//0.2//0.4 KIN cada 10

Fkkkk Fkk kKKK FkkdkF kK

después de 30 dias;

dias.



Tabla N° 10. Numero de explantes y ensayos en los tratamientos de regeneracion de Tanzania

‘ NUmero de explantes y repeticiones en los tratamientos de regeneracion de Tanzania
Tratamientos 1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 9 10 |11 |12 13 |14 15 |16 17 19 21 |22 |23 |24 25
30 |54 |24 |24 |30 |30 |300 |30 30 |60 30 |30

18 20
‘ NN NVGIERICN 84 | 444 |78 | 174 30 60 (90 |30 |30 |9 |30 30 |60

316361211111011122311311112
ensayos

Tabla N° 11. Numero de explantes y ensayos en los tratamientos de regeneracion de Wagabolige

Numero de explantes y repeticiones en los tratamientos de regeneracion de Wagabolige

Tratamientos 1 2 3 4 5 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
30 90 30 30

6
108 | 216 |682 |131 |30 30 30 30 136 | 136 |30 136 |48 30 30

‘Nro. de 90 |30 |30 30 |60
explantes
Nro. de 3 |6 2 |3 1 1 1 1 2 2 1 2 1 1 1 1 3 3 1 1 1 1 1 2
ensayos




Tabla N° 12. Tratamientos de Regeneracion en Raices

Hormonas Tratamientos de Regeneracion en Raices
1 p) 13 4 |5

Tabla N° 13.
Explantes obtenidos en Tanzania segun el medio utilizado

Medios de Micropropagacion Nro. de % de
explantes explantes

1 (MPB: 5ml/l + H,0 coco: 5ml/l) 45 37.5

2 (MPB: 2.5ml/l + H,0 coco: 2.5ml/l) 36 30

3 (1+ Suc.: 25 g/l + MS: 2.2 g/l 45 37.5

4 2+ Suc.: 25 g/l + MS: 2.2 g/l) 54 45

5 (Suc.: 25 g/l + MS: 2.2 g/l + MPB: 5ml/l) 27 225

Tabla N° 14,
Explantes obtenidos en Wagabolige segln el medio utilizado

Nro. de % de

Medios de Micropropagacion explantes explantes

1 (MPB: 5ml/l + H,0 coco: 5ml/l) 35 29.16
2 (MPB: 2.5ml/I + H,0 coco: 2.5ml/l) 45 37.5
3 (1+ Suc.: 25 g/l + MS: 2.2 g/l 33 275
4 2+ Suc.: 25 g/l + MS: 2.2 g/l) 31 25.83

5 (Suc.: 25 g/l + MS: 2.2 g/l + MPB: 5ml/l) 66 55




Tabla N° 15.

Eficiencia de Regeneracion en Tanzania

40 -
£
=
£ 30 - ]
]
-1
® _
£ 20
E
s
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€
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':I T T |_| H I_l H T T T T T T 1
1 2 3 4- 5 B Tf' E 4 ‘1EI‘1‘112‘13‘14-‘15‘15‘1.'-"‘18‘19202‘122232425
Tratamientos
||:| % Mormales x explante O % Ancrmales x explante |
Tabla N° 16.

Rendimiento de Regeneracion en Tanzania

40 -
30
20 -

1:_ H I'IHH ol H . H

2 4-55? EEl‘IEI‘1‘1‘12‘13‘14-‘15‘15‘1?‘18‘19202‘122232425

Tratamientos

% Regenerantes totales

||:| % Mormales totales O % Anormales totales |




Tabla N° 17.

Eficiencia de Regeneracion en Wagabolige

% Regenerantes por explante

1111

12 32 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Tratamientos

0% Mormales por explante 0% Anormales por explante

Tabla N° 18.

Rendimiento de Regeneracion en Wagabolige

% Regenerantes totales
2
1

1 2 3 4 5 6 7 & 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Tratamientos

O % Mormales totales O % Anormales totales




Tabla N° 109.

Efecto del 2,4-D (mg/l) en la eficiencia de regeneracion de Tanzania

£
= 40 q
=
@
[ 3[} N
=]
(=1
E 2[} -
t
=
[-1]
g 10 -
g —
- D' T T 1
24 24D001//ZR0.2 2,4-D 0.05// ZR 0.2 24-D0.1//ZR0.2
Tratamientos
O % Mormales por explante 0% Anormales por explante
Tabla N° 20.

Efecto del AG3 (mg/l) en la eficiencia de regeneracién de Tanzania

o
=1
I

[
=
L

=]
=1
L

g
[=1]
1

% Regererantes por explante

u N . —

2155 2,4-D0.1/ 24D01+01 24D01+05 24D01+1 24D01+5 24-D0.1+7
ZR02 AG;/IZR02 AGs//ZR02 AGs//ZR02 AG;//ZR02  AGs/I ZR0.2
Tratamientos

O % Regenerantes anormalez @ % Regenerantes normales




Tabla N° 21.

Efecto de la ZR (mg/l) en la eficiencia de regeneracién de Tanzania

% Regenerantes por explante

24-D00BN ZR D2 24-D00BNER O

Tratamientos

@ % Normales por explante O % Anormales por explante

Tabla N° 22.
Efecto de la combinacion de 2,4-D y AGs (mg/l) en la eficiencia de regeneracion de

Tanzania

% Mormales por explante
=]

240001 +1 AG; 240006 +1 AG; 24001 + 1A3;

Tratamientos

& % Mormales por explante




Tabla N° 23.
Efecto del 2,4-D y la KIN (mg/l) en la eficiencia de regeneracion de Wagabolige

% Regenerantes
por explante

0 T T
2,4-D0.01 7 KIND.2 2,4-D0.05 1 KIMD.2 2,4-D0.05/ KIND.4
Tratamientos
@ % Mormeles por explante O % Anormales por ex plante
Tabla N° 24,

Callos con raices en Tanzania

100 1y ~ N m e BN EE BN OBRFNEEEMAM
a0 - |
60 - agh
40 -

20 A

% Callos con raices
|

s -+

1 2 3 4 5 86 7 &8 5% 1011 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Tratamientos

@ % Callos O % Callos con raices




Tabla N° 25.

Callos con raices en Wagabolige

100 1 T U I =AM

80 - B - -

40 -

% Callos con raices
|

20 A

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

1 2 3 4 5 68 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Tratamientos

@ % Callos O % Callos con raices




9.2. FIGURAS

Figura N° 1. Corte transversal de peciolos

4

Corte transversal del peciolo de (Izq.) Tanzania y (Der.) Wagabolige.

Figura N° 2. Corte transversal y longitudinal de peciolos

4ob

Corte transversal y longitudinal de (l1zq.) Tanzania y (Der.) Wagabolige.




Figura N° 3. Posicién de los explantes

A. Posicion vertical (1zq.) y horizontal (Der.) de las hojas de Tanzania

B. Vista superior de la posicion horizontal (1zq.) y vertical (Der.) de las hojas de
Wagabolige



Figura N° 4. Micropropagacion

A. Tallos regenerados a partir de esquejes en el medio 4 de micropropagacion en Tanzania

B. Tallos regenerados a partir de esquejes en el medio 5 de micropropagacion en Wagabolige.



Figura N°5. Posicion vertical de los peciolos en el medio de cultivo

Posicion vertical de los explantes (1zq.) Wagabolige y (Der.) Tanzania en el medio de
cultivo cuyo peciolo ha sido escindido transversalmente.

Figura N° 6. Regenerantes normales en Tanzania

¥

Figura N° 7. Regenerantes normales en Wagabolige




Figura N° 8. Regenerantes anormales

Regenerantes o brotes multiples en Tanzania

Regenerantes o brotes multiples en Wagabolige



Figura N° 10. Regenerantes de Wagabolige obtenidos a partir de raices

(Izq.): Regenerante anormal, (Der.): Regenerante normal

Figura N° 11. Regeneracion en raices

Cultivo in vitro de raices en pruebas de regeneracion.



Figura N° 12. Peciolos en medio TDZ 0.05 mg/l + BAP 0.05 mg/I

Figura N° 13. Ensanchamiento de la base del peciolo

Ensanchamiento de la base del peciolo producido por el mantenimiento del explante en un medio

con auxinas por 3 dias.



Figura N° 14. Tamafio promedio de callos

¢

T i

METRIC 1| | METRIC ]

En ambos cultivares oscila entre 0.7-0.9 cm; con algunas variaciones de porte segun las auxinas y/o
citoquininas utilizadas. (Izg.) Tamafio promedio de callo. (Der.) Variacién del tamafio promedio de

2.4-D 0.05 mg/l 2,4-D 0.05 mg/l + AG; 1 mg/l 2,4-D 0.01 mg/l + AG; 1 mg/l
-ZR 0.2 mg/l -ZR 0.2 mg/l - ZR 0.2 mg/l

callo.

Tamarnio de los callos formados en Tanzania en diferentes tratamientos de

regeneracion
4-FA 0.05 mg/l - 2,4-D 0.05 mg/l - 2,4-D 0.05 mg/l - 2,4-D 0.05 mg/l -
KIN 0.4 mg/l KIN 0.4 mg/l KIN 0.2 mg/l KIN 0.2 mg/l + 10% AC

Tamafio de los callos formados en Wagabolige en diferentes tratamientos de
regeneracion



9.3. Analisis estadistico RGui

9.3.1. Comparacion de los medios de micropropagacion en Tanzania

> prop.test(c(45,36,45,54,27),¢(120,120,120,120,120))

5-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(45, 36, 45, 54, 27) out of ¢(120, 120, 120, 120, 120)
X-squared = 15.5327, df = 4, p-value = 0.003715

alternative hypothesis: two.sided

sample estimates:

propl prop2 prop3 prop4 prop5

0.375 0.300 0.375 0.450 0.225

9.3.2. Comparacion de los medios de micropropagacion en Wagabolige

> prop.test(c(35,45,33,31,66),c(120,120,120,120,120))

5-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(35, 45, 33, 31, 66) out of ¢(120, 120, 120, 120, 120)
X-squared = 30.6227, df = 4, p-value = 3.655e-06
alternative hypothesis: two.sided
sample estimates:

prop 1 prop 2 prop 3 prop 4 prop 5
0.2916667 0.3750000 0.2750000 0.2583333 0.5500000

9.3.3. Posicidn de los explantes: Horizontal vs. vertical en Tanzania

> prop.test(c(0,5),c(30,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(0, 5) out of ¢(30, 30)
X-squared = 3.4909, df = 1, p-value = 0.06171
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-3.333587e-01 2.532434e-05
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.0000000 0.1666667



9.3.4. Tratamientos de regeneracidén en Tanzania

9.3.4.1. Eficiencia de regeneracion

Proporcién de regenerantes totales obtenidos por explante en los tratamientos: 1y 3

> prop.test(c(6,9),c(84,48))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(6, 9) out of c(84, 48)
X-squared = 3.0146, df = 1, p-value = 0.08252
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.25583153 0.02368867
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.07142857 0.18750000

Proporcién de regenerantes totales obtenidos por explante en los tratamientos: 5y 8

> prop.test(c(0,0),c(30,24))

2-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(0, 0) out of c(30, 24)
X-squared = NaN, df =1, p-value = NA
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
00
sample estimates:
prop 1 prop 2
0 0

Proporcién de regenerantes totales obtenidos por explante en los tratamientos: 6 y 16

> prop.test(c(4,7),c(54,60))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(4, 7) out of c(54, 60)
X-squared = 0.2038, df = 1, p-value = 0.6517
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.16731697 0.08213179
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.07407407 0.11666667



Proporcién de regenerantes totales obtenidos por explante en los tratamientos: 7 y 18

> prop.test(c(1,1),c(24,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(1, 1) out of c(24, 30)
X-squared =0, df = 1, p-value=1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.1025540 0.1192207
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.04166667 0.03333333

Proporcion de regenerantes totales obtenidos por explante en los tratamientos: 9y 19

> prop.test(c(5,4), ¢(30,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(5, 4) out of ¢(30, 30)
X-squared =0, df = 1, p-value=1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.1805028 0.2471695
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.1666667 0.1333333

Proporcién de regenerantes totales obtenidos por explante en los tratamientos: 10 y 20

> prop.test(c(0,6),c(30,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(0, 6) out of c¢(30, 30)
X-squared = 4.6296, df = 1, p-value = 0.03142
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.37646886 -0.02353114
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.0 0.2



Proporcién de regenerantes totales obtenidos por explante en los tratamientos: 11y 2

> prop.test(c(62,50),c(270,414))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(62, 50) out of c(270, 414)
X-squared = 13.3584, df = 1, p-value = 0.0002573
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
0.04661805 0.17109532
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.2296296 0.1207729

Proporcidn de regenerantes totales obtenidos por explante en los tratamientos: 12y 17

> prop.test(c(1,2),c(30,90))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(1, 2) out of c¢(30, 90)
X-squared =0, df = 1, p-value=1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.07108756 0.09330979
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.03333333 0.02222222

Proporcién de regenerantes totales obtenidos por explante en los tratamientos: 13y 14

> prop.test(c(2,3),c(30,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(2, 3) out of ¢(30, 30)
X-squared =0, df = 1, p-value =1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.2062799 0.1396132
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.06666667 0.10000000



Proporcién de regenerantes totales obtenidos por explante en los tratamientos: 21, 22, 23,
24

> prop.test(c(0,0,0,0),c¢(30,30,30,30))

4-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(0, 0, 0, 0) out of ¢(30, 30, 30, 30)
X-squared = NaN, df = 3, p-value = NA
alternative hypothesis: two.sided
sample estimates:
propl prop2 prop3 prop4
0 0 0 0

9.3.4.2. Eficiencia de regeneracion de brotes normales

Comparacién entre los tratamientos que regeneraron brotes normales: 2, 4, 11, 20y 25

> prop.test(c(13,3,10,3,1),c(444,174,300,90,60))

5-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(13, 3, 10, 3, 1) out of c(444, 174, 300, 90, 60)
X-squared = 1.4526, df = 4, p-value = 0.835
alternative hypothesis: two.sided
sample estimates:

prop 1 prop 2 prop 3 prop 4 prop 5
0.02927928 0.01724138 0.03333333 0. 03333333 0.01666667

Proporcién de los regenerantes normales obtenidos por explante en los tratamientos: 11y
2

> prop.test(c(10,13),c(270,414))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(10, 13) out of ¢c(270, 414)
X-squared = 0.0334, df = 1, p-value = 0.855
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.02552421 0.03679635
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.03703704 0.03140097



Proporcién de los regenerantes normales obtenidos por explante en los tratamientos: 15y
20

> prop.test(c(0,3),¢(30,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(0, 3) out of ¢(30, 30)
X-squared = 1.4035, df = 1, p-value = 0.2361
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.24068498 0.04068498
sample estimates:
prop 1 prop 2
00 01

Proporcién de los regenerantes normales obtenidos por explante en los tratamientos: 4 y
20

> prop.test(c(3,3),c(114,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(3, 3) out of c(114, 30)
X-squared = 1.6476, df = 1, p-value = 0.1993
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.20603735 0.05866893
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.02631579 0.10000000

9.3.4.3. Eficiencia de regeneracion de brotes anormales

Proporcién de los regenerantes anormales obtenidos por explante en los tratamientos: 11

y?2

> prop.test(c(52,37),c(270,414))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(52, 37) out of c(270, 414)
X-squared = 14.4847, df = 1, p-value = 0.0001413
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
0.04568568 0.16075555
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.19259259 0.08937198



Proporcién de los regenerantes anormales obtenidos por explante en los tratamientos: 2 y
9

> prop.test(c(37,5),c(414,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(37,5) out of c(414, 30)
X-squared = 1.1532, df = 1, p-value = 0.2829
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.23132961 0.07674024
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.08937198 0.16666667

Proporcién de los regenerantes anormales obtenidos por explante en los tratamientos: 4 y
15

> prop.test(c(17,12),c(114,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(17, 12) out of c(114, 30)
X-squared = 7.7998, df = 1, p-value = 0.005225
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.45903226 -0.04272212
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.1491228 0.4000000

Proporcién de los regenerantes anormales obtenidos por explante en los tratamientos: 15
y 20

> prop.test(c(12,3),c(30,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(12, 3) out of ¢(30, 30)
X-squared = 5.6889, df = 1, p-value = 0.01707
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
0.06110391 0.53889609
sample estimates:
prop 1 prop 2
04 0.1



Proporcién de los regenerantes anormales obtenidos por explante en los tratamientos: 1y
9

> prop.test(c(6,5),c(84,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(6, 5) out of c(84, 30)
X-squared = 1.3371, df = 1, p-value = 0.2475
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.26214073 0.07166454
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.07142857 0.16666667

Proporcién de los regenerantes anormales obtenidos por explante en los tratamientos: 6 y
19

> prop.test(c(4,4),c(54,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(4, 4) out of c(54, 30)
X-squared = 0.2487, df = 1, p-value = 0.618
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.2254560 0.1069374
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.07407407 0.13333333

Proporcién de los regenerantes anormales obtenidos por explante en los tratamientos: 13
y 14

> prop.test(c(2,3),c(30,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(2, 3) out of ¢(30, 30)
X-squared =0, df =1, p-value=1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.2062799 0.1396132
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.06666667 0.10000000



Proporcién de los regenerantes anormales obtenidos por explante en los tratamientos:
17y 20

> prop.test(c(2,3),¢(90,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(2, 3) out of ¢(90, 30)
X-squared = 1.7391, df = 1, p-value = 0.1872
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.21158766 0.05603211
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.02222222 0.10000000

Proporcién de los regenerantes anormales obtenidos por explante en los tratamientos: 3 'y
7

> prop.test(c(9,1),c(48,24))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(9, 1) out of c(48, 24)
X-squared = 1.7565, df = 1, p-value = 0.1851
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.02173778 0.31340445
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.18750000 0.04166667

Proporcion de los regenerantes anormales obtenidos por explante en los tratamientos: 16
y 18

> prop.test(c(2,1),c¢(60,30))

2-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(2, 1) out of ¢(60, 30)
X-squared =0, df =1, p-value=1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.0786703 0.0786703
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.03333333 0.03333333



Proporcién de los regenerantes anormales por explante obtenidos en los tratamientos:
5,8,10,21,22,23,24

> prop.test(c(0,0,0,0,0,0,0),c(30,24,30,30,30,30,30))

7-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(0, 0, 0,0, 0, 0, 0) out of c(30, 24, 30, 30, 30, 30, 30)
X-squared = NaN, df = 6, p-value = NA
alternative hypothesis: two.sided
sample estimates:
prop 1l prop2 prop 3 prop4 prop5 prop6 prop 7

0 0 0 0 0 0 0

Proporcion de los regenerantes anormales por explante obtenidos en los tratamientos: 12
y 13

> prop.test(c(1,2),c(30,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(1, 2) out of ¢(30, 30)
X-squared =0, df = 1, p-value=1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.1766370 0.1099704
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.03333333 0.06666667

9.3.4.4. Rendimiento de regeneracion

Proporcién de regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 1y 3

> prop.test(c(7,60),c(84,414))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(7, 60) out of c(84, 414)
X-squared = 1.777, df = 1, p-value = 0.1825
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.13689580 0.01370740
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.08333333 0.14492754



Proporcién de regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 4 y 15

> prop.test(c(21,12),c(114,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(21, 12) out of c(114, 30)
X-squared = 5.0986, df = 1, p-value = 0.02395
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.426039241 -0.005539707
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.1842105 0.4000000

Proporcién de regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 5y 8

> prop.test(c(0,0),¢(30,24))

2-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(0, 0) out of c(30, 24)

X-squared = NaN, df =1, p-value = NA

alternative hypothesis: two.sided

95 percent confidence interval:

00

sample estimates:

prop 1 prop 2

0

Proporcién de regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 6 y 16

> prop.test(c(4,8),c(54,60))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(4, 8) out of c(54, 60)
X-squared = 0.5239, df = 1, p-value = 0.4692
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.18765584 0.06913732
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.07407407 0.13333333



Proporcién de regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 7 y 18

> prop.test(c(1,1),c(24,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(1, 1) out of c(24, 30)
X-squared =0, df = 1, p-value=1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.1025540 0.1192207
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.04166667 0.03333333

Proporcién de regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 9y 19

> prop.test(c(5,4),c(30,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(5, 4) out of ¢(30, 30)
X-squared =0, df = 1, p-value=1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.1805028 0.2471695
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.1666667 0.1333333

Proporcién de regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 10 y 20

> prop.test(c(0,7),c(30,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(0, 7) out of c(30, 30)
X-squared = 5.8221, df = 1, p-value = 0.01583
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.41801552 -0.04865114
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.0000000 0.2333333



Proporcién de regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 11y 2

> prop.test(c(66,60),c(270,414))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(66, 60) out of c(270, 414)
X-squared = 10.1178, df = 1, p-value = 0.001468
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
0.03499521 0.16403861
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.2444444 0.1449275

Proporcion de regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 12 y 17

> prop.test(c(1,2),c(30,90))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(1, 2) out of c¢(30, 90)
X-squared =0, df = 1, p-value=1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.07108756 0.09330979
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.03333333 0.02222222

Proporcién de regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 13y 14

> prop.test(c(3,3),c(30,30))

2-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(3, 3) out of ¢(30, 30)
X-squared =0, df = 1, p-value =1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.1518182 0.1518182
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.1 01



Proporcién de regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 21, 22, 23, 24

> prop.test(c(0,0,0,0),c(30,30,30,30))

4-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: ¢(0, 0, 0, 0) out of ¢(30, 30, 30, 30)
X-squared = NaN, df = 3, p-value = NA
alternative hypothesis: two.sided
sample estimates:
prop 1 prop 2 prop 3 prop 4
0 0 0 0

9.3.4.5. Rendimiento de regeneracion de brotes normales

Comparacion entre los tratamientos que regeneraron brotes normales: 2, 4, 11, 20y 25

> prop.test(c(14,3,14,3,1),c(444,174,300,90,60))

5-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(14, 3, 14, 3, 1) out of c(444, 174, 300, 90, 60)
X-squared = 3.6647, df = 4, p-value = 0.4533
alternative hypothesis: two.sided
sample estimates:

prop 1 prop 2 prop 3 prop 4 prop 5
0.03153153 0.01724138 0.04666667 0.03333333 0.01666667

Proporcién de los regenerantes normales totales obtenidos en los tratamientos: 11y 2

> prop.test(c(14,14),c(270,414))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(14, 14) out of c(270, 414)
X-squared = 0.9336, df = 1, p-value = 0.3339
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.01668871 0.05275956
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.05185185 0.03381643



Proporcidén de los regenerantes normales totales obtenidos en los tratamientos: 2 y 20

> prop.test(c(14,3),c(414,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(14, 3) out of c(414, 30)
X-squared = 1.7729, df = 1, p-value = 0.1830
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.19281249 0.06044534
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.03381643 0.10000000

Proporcién de los regenerantes normales totales obtenidos en los tratamientos: 2 y 4

> prop.test(c(14,3),c(414,114))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(14, 3) out of c(414, 114)
X-squared = 0.0104, df = 1, p-value = 0.9187
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.03224852 0.04724979
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.03381643 0.02631579

Proporcidén de los regenerantes normales totales obtenidos en los tratamientos: 11y 20

> prop.test(c(14,3),c(270,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(14, 3) out of ¢(270, 30)
X-squared = 0.4434, df = 1, p-value = 0.5055
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.1772282 0.0809319
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.05185185 0.10000000



9.3.4.6. Rendimiento de regeneraciéon de brotes anormales

Proporcidén de los regenerantes anormales totales obtenidos en los tratamientos: 11y 2

> prop.test(c(52,46),c(270,414))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(52, 46) out of c(270, 414)
X-squared = 8.1879, df = 1, p-value = 0.004217
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
0.02248588 0.14047709
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.1925926 0.1111111

Proporcién de los regenerantes anormales totales obtenidos en los tratamientos: 3y 4

> prop.test(c(9,18),c(48,114))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(9, 18) out of c(48, 114)
X-squared = 0.0533, df = 1, p-value = 0.8174
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.1143199 0.1735304
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.1875000 0.1578947

Proporcion de los regenerantes anormales totales obtenidos en los tratamientos: 1y 9

> prop.test(c(7,5),c(84,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(7, 5) out of c(84, 30)
X-squared = 0.8652, df = 1, p-value = 0.3523
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.25182192 0.08515525
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.08333333 0.16666667



Proporcidén de los regenerantes anormales totales obtenidos en los tratamientos: 6 y 15

> prop.test(c(4,12),c(54,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(4, 12) out of c¢(54, 30)
X-squared = 11.2566, df = 1, p-value = 0.0007934
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.5405602 -0.1112917
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.07407407 0.40000000

Proporcion de los regenerantes anormales totales obtenidos en los tratamientos: 15y 20

> prop.test(c(12,4),c(30,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(12, 4) out of ¢(30, 30)
X-squared =4.1761, df = 1, p-value = 0.041
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
0.01995948 0.51337385
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.4000000 0.1333333

Proporcién de los regenerantes anormales totales obtenidos en los tratamientos: 19 y 20

> prop.test(c(4,4),c(30,30))

2-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(4, 4) out of ¢(30, 30)
X-squared =0, df = 1, p-value =1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.1720275 0.1720275
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.1333333 0.1333333



Proporcién de los regenerantes anormales totales obtenidos en los tratamientos: 7, 12, 18

> prop.test(c(1,1,1),c(24,30,30))

3-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(1, 1, 1) out of c(24, 30, 30)
X-squared = 0.0346, df = 2, p-value = 0.9829
alternative hypothesis: two.sided
sample estimates:
prop 1 prop 2 prop 3
0.04166667 0.03333333 0.03333333

Proporcidén de los regenerantes anormales totales obtenidos en los tratamientos 13 y 14

> prop.test(c(3,3),c(30,30))

2-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(3, 3) out of ¢(30, 30)

X-squared =0, df = 1, p-value=1

alternative hypothesis: two.sided

95 percent confidence interval:

-0.1518182 0.1518182

sample estimates:

prop 1 prop 2

0.1

Proporcién de los regenerantes anormales totales obtenidos en los tratamientos 19 y 20

> prop.test(c(4,4),c(30,30))

2-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(4, 4) out of c¢(30, 30)
X-squared =0, df = 1, p-value=1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.1720275 0.1720275
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.1333333 0.1333333



9.3.5. Tratamientos de regeneracion en Wagabolige

9.3.5.1. Eficiencia de regeneraciéon

Proporcion de los regenerantes totales obtenidos por explante en los tratamientos: 1y 2

> prop.test(c(1,2),c(108,216))

2-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(1, 2) out of ¢c(108, 216)
X-squared =0, df = 1, p-value=1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.02212330 0.02212330
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.00925926 0.00925926

Proporcion de los regenerantes totales obtenidos por explante en los tratamientos: 2y 3

> prop.test(c(2,11),c(216,682))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(2, 11) out of c(216, 682)
X-squared = 0.1679, df = 1, p-value = 0.682
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.02580894 0.01206939
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.00925926 0.01612903

Proporcién de los regenerantes totales obtenidos por explante en los tratamientos: 3y 4

> prop.test(c(11,0),c(682,131))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(11, 0) out of c(682, 131)
X-squared = 1.1039, df = 1, p-value = 0.2934
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
0.002124806 0.030133259
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.01612903 0.00000000



Proporcién de los regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 8, 9, 10, 11y 12

> prop.test(c(0,1,1,0,1),c¢(30,136,136,30,136))

5-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: ¢(0, 1, 1, 0, 1) out of ¢(30, 136, 136, 30, 136)
X-squared = 0.444, df = 4, p-value = 0.9787
alternative hypothesis: two.sided
sample estimates:

prop 1 prop 2 prop 3 prop 4 prop 5
0.000000000 0.007352941 0.007352941 0.000000000 0.007352941

Proporcidén de los regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 17 y 18

> prop.test(c(1,2),c(90,90))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(1, 2) out of ¢(90, 90)
X-squared =0, df = 1, p-value =1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.05959086 0.03736864
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.01111111 0.02222222

Proporcidén de los regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 17,18y 19

> prop.test(c(1,2,1),¢(90,90,30))

3-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(1, 2, 1) out of ¢(90, 90, 30)
X-squared = 0.6796, df = 2, p-value = 0.7119
alternative hypothesis: two.sided
sample estimates:
prop 1 prop 2 prop 3
0.01111111 0.02222222 0.03333333



Proporcién de los regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 2 y 24

> prop.test(c(2,0),¢(216,60))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(2, 0) out of ¢c(216, 60)
X-squared =0, df = 1, p-value=1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.01277290 0.03129141
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.00925926 0.00000000

9.3.5.2. Eficiencia de regeneracion de brotes normales

Comparacién entre los tratamientos que regeneraron brotes normales:1, 2, 3, 9, 10, 12, 17
y 18

> prop.test(c(1,2,10,1,1,1,1,1),c(108,216,682,136,136,136,90,90))

8-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(1, 2,10,1,1,1,1,1)out of c(108, 216, 682, 136, 136, 136, 90, 90)
X-squared = 1.3815, df = 7, p-value = 0.9861

alternative hypothesis: two.sided

sample estimates:

prop 1 prop 2 prop 3 prop 4
0.009259259 0.009259259  0.014662757 0.007352941
prop 5 prop 6 prop 7 prop 8

0.007352941 0.007352941 0.011111111  0.011111111

Proporcion de los regenerantes normales obtenidos por explante en los tratamientos: 1y 2

> prop.test(c(1,2),c(108,216))

2-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(1, 2) out of c(108, 216)
X-squared =0, df = 1, p-value=1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.02212330 0.02212330
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.00925926 0.00925926



Proporcién de los regenerantes normales obtenidos por explante en los tratamientos 2y 3

> prop.test(c(2,10),c(216,682))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(2, 10) out of c(216, 682)
X-squared = 0.069, df =1, p-value = 0.7927
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.02408877 0.01328178
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.00925926 0.01466276

Proporcion de los regenerantes normales obtenidos por explante en los tratamientos 3 y 4

> prop.test(c(10,0),c(682,131))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(10, 0) out of ¢c(682, 131)
X-squared = 0.9251, df = 1, p-value = 0.3361
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
0.001091794 0.028233719
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.01466276 0.00000000

Proporcidén de los regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 9, 10y 12

> prop.test(c(1,1,1),c(136,136,136))

3-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(1, 1, 1) out of c(136, 136, 136)
X-squared = 0, df = 2, p-value =1
alternative hypothesis: two.sided
sample estimates:
prop 1 prop 2 prop 3
0.007352941 0.007352941 0.007352941



Proporcién de los regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 17 y 18

> prop.test(c(1,1),c(90,90))

2-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(1, 1) out of ¢(90, 90)
X-squared =0, df = 1, p-value=1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.03062629 0.03062629
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.01111111 0.01111111

9.3.5.3. Eficiencia de regeneracion de brotes anormales

Proporcién de los regenerantes anormales obtenidos por explante en los tratamientos: 3 'y
18

> prop.test(c(1,1),c(682,90))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(1, 1) out of ¢(682, 90)
X-squared = 0.3466, df = 1, p-value = 0.556
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.03777916 0.01848949
sample estimates:
propl prop 2
0.001466276 0.011111111

Proporcion de los regenerantes anormales obtenidos por explante en los tratamientos: 3y
19

> prop.test(c(1,1),c(682,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(1, 1) out of ¢c(682, 30)
X-squared = 2.1472, df = 1, p-value = 0.1428
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.11356506 0.04983094
sample estimates:
propl prop?2
0.001466276 0.033333333



Proporcién de los regenerantes anormales obtenidos por explante en los tratamientos: 18
y 19

> prop.test(c(1,1),c(90,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(1, 1) out of c(90, 30)
X-squared =0, df =1, p-value=1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.1122308 0.0677864
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.01111111 0.03333333

9.3.5.4. Rendimiento de regeneraciéon

Proporcidn de los regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 1y 2

> prop.test(c(1,4),c(108,216))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(1, 4) out of ¢(108, 216)
X-squared = 0.0254, df = 1, p-value = 0.8734
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.04168974 0.02317122
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.00925926 0.01851852

Proporcién de los regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 2y 3

> prop.test(c(4,13),c(216,682))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(4, 13) out of c(216, 682)
X-squared =0, df = 1, p-value=1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.02178793 0.02070180
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.01851852 0.01906158



Proporcién de los regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 3y 4

> prop.test(c(13,0),c(682,131))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(13, 0) out of c(682, 131)
X-squared = 1.4708, df = 1, p-value = 0.2252
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
0.004249079 0.033874088
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.01906158 0.00000000

Proporcidén de los regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 8,9, 10,11y 12

> prop.test(c(0,1,1,0,1),c¢(30,136,136,30,136))

5-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(0, 1, 1,0, 1) out of ¢(30, 136, 136, 30, 136)
X-squared = 0.444, df = 4, p-value = 0.9787
alternative hypothesis: two.sided
sample estimates:

prop 1 prop 2 prop 3 prop 4 prop 5
0.000000000 0.007352941 0.007352941 0.000000000 0.007352941

Proporcidn de los regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 17 y 18

> prop.test(c(1,3),c(90,90))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(1, 3) out of ¢(90, 90)
X-squared = 0.2557, df = 1, p-value = 0.6131
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.07627890 0.03183446
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.01111111 0.03333333



Proporcién de los regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 17,18y 19

> prop.test(c(1,3,1),c¢(90,90,30))

3-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(1, 3, 1) out of ¢(90, 90, 30)
X-squared = 1.0927, df = 2, p-value = 0.5791
alternative hypothesis: two.sided
sample estimates:
prop 1 prop 2 prop 3
0.01111111 0.03333333 0.03333333

Proporcién de los regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 2 'y 24

> prop.test(c(4,0),c(216,60))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(4, 0) out of c(216, 60)
X-squared = 0.2036, df = 1, p-value = 0.6518
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.01010862 0.04714566
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.01851852 0.00000000

9.3.5.5. Rendimiento de regeneracion de brotes normales

Comparacion entre los tratamientos que regeneraron brotes normales: 1, 2, 3, 9, 10, 12,
17y 18

> prop.test(c(1,4,12,1,1,1,1,1),c(108,216,682,136,136,136,90,90))

8-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(1,4,12,1,1,1,1,1) out of c(108, 216, 682, 136, 136, 136, 90, 90)
X-squared = 2.5802, df = 7, p-value = 0.921

alternative hypothesis: two.sided

sample estimates:

prop 1 prop 2 prop 3 prop 4
0.009259259  0.018518519 0.017595308 0.007352941
prop 5 prop 6 prop 7 prop 8

0.007352941  0.007352941 0.011111111 0.011111111



Proporcién de los regenerantes normales totales obtenidos en los tratamientos: 1y 2

> prop.test(c(1,4),c(108,216))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(1, 4) out of ¢(108, 216)
X-squared = 0.0254, df = 1, p-value = 0.8734
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.04168974 0.02317122
sample estimates:
propl prop2
0.00925926 0.01851852

Proporcién de los regenerantes normales totales obtenidos en los tratamientos: 2y 3

> prop.test(c(4,12),c(216,682))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(4, 12) out of c(216, 682)
X-squared =0, df = 1, p-value=1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.02050874 0.02235516
sample estimates:
propl prop?2
0.01851852 0.01759531

Proporcién de los regenerantes normales totales obtenidos en los tratamientos: 3y 4

> prop.test(c(12,0),c(682,131))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(12, 0) out of ¢(682, 131)
X-squared = 1.286, df = 1, p-value = 0.2568
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
0.003178048 0.032012567
sample estimates:
propl prop2
0.01759531 0.00000000



Proporcién de los regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 9, 10y 12

> prop.test(c(1,1,1),c(136,136,136))

3-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(1, 1, 1) out of c(136, 136, 136)
X-squared =0, df = 2, p-value =1
alternative hypothesis: two.sided
sample estimates:
propl prop2 prop3
0.007352941 0.007352941 0.007352941

Proporcidén de los regenerantes totales obtenidos en los tratamientos: 17 y 18

> prop.test(c(1,1),¢(90,90))

2-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(1, 1) out of ¢(90, 90)
X-squared =0, df = 1, p-value=1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.03062629 0.03062629
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.01111111 0.01111111

9.3.5.6. Rendimiento de regeneracion de brotes anormales

Proporcién de los regenerantes anormales totales obtenidos en los tratamientos: 3y 18

> prop.test(c(1,2),c(682,90))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(1, 2) out of c(682, 90)
X-squared = 4.299, df = 1, p-value = 0.03813
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.05763348 0.01612159
sample estimates:
propl prop?2
0.001466276 0.022222222



Proporcién de los regenerantes anormales totales obtenidos en los tratamientos: 3y 19

> prop.test(c(1,1),c(682,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(1, 1) out of ¢c(682, 30)
X-squared = 2.1472, df = 1, p-value = 0.1428
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.11356506 0.04983094
sample estimates:
propl prop 2
0.001466276 0.033333333

Proporcion de los regenerantes anormales totales obtenidos en los tratamientos: 18 y 19

> prop.test(c(2,1),c(90,30))

2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(2, 1) out of ¢(90, 30)
X-squared =0, df = 1, p-value=1
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
-0.09330979 0.07108756
sample estimates:
prop 1 prop 2
0.02222222 0.03333333

9.3.6. Comparacion de los mejores tratamientos con callos con raices
en Tanzania: 11, 16, 19, 20, 24 y 25

> prop.test(c(152,29,12,14,14,12),¢(300,60,30,60,30,30))

6-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(152, 29, 12, 14, 14, 12) out of ¢(300, 60, 30, 60, 30, 30)
X-squared = 16.0433, df = 5, p-value = 0.006721
alternative hypothesis: two.sided
sample estimates:

prop 1 prop 2 prop 3 prop 4 prop 5 prop 6
0.5066667 0.4833333 0.4000000 0.2333333 0.4666667 0.4000000



9.3.7. Comparacion de los mejores tratamientos con callos con raices
en Wagabolige: 8, 13y 19

> prop.test(c(12,24,16),c(30,48,30))

3-sample test for equality of proportions without continuity correction
data: c(12, 24, 16) out of ¢(30, 48, 30)
X-squared = 1.1868, df = 2, p-value = 0.5524
alternative hypothesis: two.sided
sample estimates:
prop 1 prop 2 prop 3
0.4000000 0.5000000 0.5333333



X. APENDICES

10.1. Preparacion de las soluciones Stock de Hormonas

Acido giberélico (AGs; 1000 mg/l)

Disolver 10 mg en etanol. Agregar agua destilada para un volumen final de 10ml.

Esterilizar por filtracion y almacenar entre 2a 8° C

Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D; 1000 mg/l)

Disolver 10 mg en etanol. Agregar agua destilada para un volumen final de 10ml.

Esterilizar por filtracion y almacenar entre 2 a 8° C.

Acido 4-fluorofenoxiacético (4-FA; 1000 mg/1)

Disolver 10 mg en etanol. Agregar agua destilada para un volumen final de 10ml.

Esterilizar por filtracion y almacenar entre 2 a 8° C.

BAP [6-Benzilaminopurina] (BAP; 1000 mg/l)

Disolver 10 mg en KOH 1N. Agregar agua destilada para un volumen final de 10ml.

Esterilizar por filtracion y almacenar entre 2 a 8° C.

Kinetina [6-furfurilaminopurina] (KIN; 2000 mg/l)

Disolver 20 mg en NaOH 1N. Agregar agua destilada para un volumen final de 10ml.

Esterilizar por filtracion y almacenar entre 0 y -20° C.



Zeatina ribosida [Zeatina-(trans) ribosida] (ZEA; 1000 mg/l)

Disolver 10 mg en NaOH 1N. Agregar agua destilada para un volumen final de 10ml.

Esterilizar por filtracion y almacenar entre 0 y -20° C.

Thidiazuron [1-Phenyl-3-(1,2,3-thidiazol-5yl)urea] (TDZ; 1000 mg/l)

Disolver 10 mg en DMSO hasta alcanzar un volumen final de 10ml. Esterilizar por

filtracion y almacenar a 2-8° C.



10.2. Compuestos nitrogenados presentes en el AC de Puerto

Rico y Filipinas, y su contenido en terminos de pg de

aminoacidos y de N por mililitro de agua entera*

Compuestos nitrogenados

Contenido de aminoacidos y N 9ug/ml de muestra)

AC de Puerto Rico AC de Filipinas
Aminoacido N Aminoacido N

Acido aspartico 76 0.8 16 1.68
Acido glutdmico 327 3.11 112 10.7
Serina 65 8.7 7 0.93
Glicina 22 4.09 2 1.37
Treonina 200 23.52 81 9.53
Alanina 468 73.8 183 28.8
Histidina 25 6.77 trazas -
Lisina 72 13.8 16 3.07
Arginina 77 24.8 ausente -
Metionina 18 1.69 5 0.47
Prolina 100 12.17 45 5.48
Valina 41 4.9 89 10.6
Isoleucina 30 3.2 1 0.11
Leucina 30 3.2 4 0.43
Fenilalanina 7 0.59 trazas -
Tirosina 13 1 2 0.16
Acido aminobutirico muy alto - muy alto -
Urea (?) presente - presente -
Desconocido
(139ml pico de elucion) alto i alto i
Desconocido 3 %) ) 2 )
(646ml pico de elucién)
Dihidroxifenilalanina
(562ml pico de elucion) ausente i presente i
Ornitina (?) 99 21 22 4.68
Amoniaco presente - presente -
Etanolamina (?) 2 0.46 1 0.23
Total 1672 207.6 586 77.21

* Todas las determinaciones se hicieron en el analizador automatico de aminoacidos Spinco. Régimen de
andlisis de columna larga: pH 3.25 + 0.01 (Concentracion de Citrato de Sodio 0.20N) y pH 4.25 + 0.02

(Concentracion de Citrato de sodio 0.20N); cambio de temperatura (30-50 °C cambio de amortiguacion) a las

13 horas y 20 minutos. Régimen de la columna del medio: pH 4.26 + 0.02 (Concentracion de Citrato de sodio
0.38N); cambio de temperatura (30-50 °C) a las 11 horas y 20 minutos.

Fuente: Roca (1991)



