Induccion de embriogéenesis somatica a partir
de vitrosegmentos nodales y vitrolaminas
foliares durante el establecimiento in vitro de
camote (Ipomoea batatas)

Abel Estuardo Solis Arriola

Zamorano, Honduras
Diciembre, 2008



ZAMORANO
CARRERA DE CIENCIA Y PRODUCCION AGROPECUARIA

Induccion de embriogéenesis somatica a partir
de vitrosegmentos nodales y vitrolaminas
foliares durante el establecimiento in vitro de
camote (Ipomoea batatas)

Proyecto especial presentado como requisito parcial para optar
al titulo de Ingeniero Agrénomo en el Grado
Académico de Licenciatura

Presentado por

Abel Estuardo Solis Arriola

Zamorano, Honduras
Diciembre, 2008



Induccion de embriogénesis somatica a partir de
vitrosegmentos nodales y vitrolaminas foliares
durante el establecimiento in vitro de camote
(Ipomoea batatas)

Presentado por:

Abel Estuardo Solis Arriola

Aprobado por:

Dinie Espinal de Rueda, M. Sc. Miguel Vélez, Ph.D.

Asesor Director Carrera de Cienciay
Produccion Agropecuaria

Alfredo Rueda, Ph.D. Raul Espinal, Ph.D.

Asesor Decano Académico

Maria Bravo, M.Sc. Kenneth L. Hoadley, D.B.A.

Asesor Rector

Abelino Pitty, Ph.D.
Coordinador Area Fitotecnia



ABSTRACT

Solis Arriola, A. 2008. Induction of somatic embryogenesis from nodal segments and
foliar in vitro explants in sweet potato (Ipomoea batatas). Special project as a requisite to
obtain the Agronomist Engineering degree, Agricultural Science and Production Career,
Zamorano, Honduras.

Sweet potato is one of the five most important food crops in the world along with rice,
wheat, maize and potato, and among tuberous crops and roots it ranks second in world
production after potato. The aim of this study was to develop a protocol for the induction
of somatic embryogenesis, during the in vitro establishment of sweet potato, using in vitro
established plants as a source of leaf blades (VLF) and nodal segments (VSN). The
investigation was performed in two stages. In the first stage of somatic embryogenesis
induction (EI), both types of explants were placed in a nutrient basal Linsmaier and Skoog
medium during six weeks; in this medium three concentrations of the auxin 2,4-D (0.5,
1.0 and 2.0 mg/L) were assessed for both starting materials. Cultures remained in total
darkness during the first 18 days after planting, before being transferred to a 16 hours
photoperiod regime until the end of the evaluation (10 weeks). A Completely Randomized
Design with a 2 x 3 factorial arrangement was used to measure the effect of the two types
of explants (VLF and VSN) and the three concentrations of 2,4-D. In the second stage
(EIN) for growing and development of the somatic embryos, the explants were transferred
to a fresh Linsmaier and Skoog basal medium without 2,4-D during four weeks. At the
end of EI, the largest induction of callogenic tissue (CT) was obtained using VSN
incubated in 1.0 mg/L 2,4-D. The largest formation of compact CT was obtained using
VSN incubated in 1.0 and 2 mg/L of 2,4-D. The largest formation of friable CT was
observed in VSN cultured with 0.5 mg/L of 2,4-D. In EI the VLF were the only explants
regenerating embryogenic callus (EC) tissue, however there was no statistical difference
in the induction EC for the different concentrations evaluated. At the end of Ell the best
response in the induction of TC as well as in the growing and proliferation of TC was
observed in the VSN cultured in a medium supplemented with 0.5 mg/L (VSNO0.5) and
1.0 mg/L (VSN1.0) of 2.4-D during El. An increased presence of callogenic masses were
also observed in VSNO.5 and VSN1.0. The highest induction of EC tissue was obtained in
VLF incubated in 0.5 mg/L (VLFO0.5) during El. Direct somatic embryogenesis was
obtained when using VLFO0.5; the largest number of somatic embryos per explant was
observed also using VLFO.5. Indirect somatic embryogenesis was obtained when using
VLF incubated in 2.0 mg/L (VLF2.0) of 2,4-D during EI.

Keywords: Callogenic tissue, compact callus tissue, direct somatic embryogenesis,
friable callus tissue, indirect somatic embryogenesis, embryogenic callus tissue, 2,4-D.



RESUMEN

Solis, A. 2008. Induccién de embriogénesis somatica a partir de vitrosegmentos nodales y
vitroldminas foliares en camote (Ipomoea batatas). Proyecto especial de graduacion para
optar al titulo de Ingeniero Agrénomo en el Grado Académico de Licenciatura.
Zamorano, Honduras. 21 p.

El camote es uno de los cinco cultivos alimenticios mas importantes del mundo junto con
el arroz, trigo, maiz y papa; entre los tubérculos y raices ocupa el segundo lugar de
produccién mundial después de la papa. Objetivo del estudio fue desarrollar un protocolo
para la induccién de embriogénesis somética durante el establecimiento in vitro de
camote. Se utilizaron: vitrolaminas foliares (VLF) y vitrosegmentos nodales (VSN), de
vitroplantas ya establecidas y mantenidas en incubacion. Para la primera etapa de
induccion embriogénica (EI), ambos tipos de explantes fueron sembrados en un medio
nutritivo Linsmaier y Skoog durante seis semanas, en el que se evalu6 la auxina 2,4-D en
concentraciones de 0.5, 1.0, y 2.0 mg/L. Durante los primeros 18 dias los explantes
permanecieron en oscuridad total y luego fueron transferidos a un régimen fotosintético
de 16 horas luz hasta el final de la evaluacion (10 semanas). En la segunda etapa (EIl) de
formacion y desarrollo de embrioides, los explantes se trasfirieron a un nuevo medio
fresco Linsmaier y Skoog en ausencia de 2,4-D durante cuatro semanas. Al finalizar la El
la mayor induccidn de tejido callogénico (TC) (91%) se obtuvo utilizando VSN incubados
en 1.0 mg/L de 2,4-D. La mayor formacién de TC compacto se obtuvo utilizando VSN
incubados en 1.0 y 2.0 mg/L de 2,4-D (90% y 82% respectivamente) y para TC friable fue
igualmente en VSN, pero incubados en 0.5 mg/L de 2,4-D (63%). Las VLF fueron los
unicos explantes que formaron callo embriogénico (CE) al final de la EI aunque no hubo
diferencia estadistica en la induccién de callo embriogénico (CE) para las distintas
concentraciones de 2,4-D. En la EIll la mejor respuesta tanto en induccion de TC y en
proliferacion de TC, se observd en los VSN que estuvieron incubados en 0.5 mg/L
(VSNO0.5) y 1.0 mg/L (VSN1.0) de 2,4-D en la EI (98% y 97% en induccion de TC y 47%
y 52% en proliferacion de TC respectivamente). La mayor presencia de masas
callogénicas se obtuvo en VSNO.5 y VSN1.0 en los que 52% y 43% de los explantes
presentaron dos callos respectivamente. La mayor induccién de callo embriogénico (95%)
se obtuvo en VLF que estuvieron incubadas en 0.5 mg/L (VLFO0.5) en la EI. La mayor
embriogénesis somatica directa (57%) se obtuvo utilizando VLFO0.5; la mayor
embriogénesis somatica indirecta (77%) se obtuvo utilizando VLF que fueron incubadas
en 2.0 mg/L (VLF2.0) de 2,4-D en la El. EI mayor nimero de embrioides (8 a 10) por
explante se obtuvo igualmente utilizando VLFO0.5.

Palabras clave: callo compacto, callo friable, embriogénesis directa, embriogénesis
indirecta, tejido callogénico, callo embriogénico, 2,4-D.
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INTRODUCCION

El camote, Ipomoea batatas, también conocido como batata, boniato, moniato o sweet
potato, es una especie que pertenece a la familia de las convolvulaceas y cuenta con
aproximadamente 50 géneros y 1200 especies (Gil Villacis 2005).

La demanda de camote para extraer el almidén es tan grande que ha dejado de ser un
alimento basico y ahora se cultiva principalmente con ese propdsito o para alimento de
animales (Alban 2006). Aunque su uso como alimento ha disminuido, su produccion ha
aumentado.

China es el mayor productor mundial de camote. Su produccidén representa
aproximadamente el 85% de la produccion mundial (CIP 2004). En América latina se
producen 2 millones de toneladas anuales (Zuloaga 2007). Es uno de los 5 cultivos
alimenticios mas importantes del mundo junto con el arroz, trigo, maiz y papa (Zuloaga
2007), vy dentro de tubérculos y raices ocupa el segundo lugar de produccién mundial
después de la papa (CIP 2004).

La planta de camote es perenne, pero se cultiva como anual. Su porte es rastrero, y su
consistencia herbacea (Folquer 1978). Es de origen tropical y puede desarrollarse
satisfactoriamente a una temperatura promedio de 22°C con pH desde 4.5 a 7.5 y
fotoperiodos largos. Crece y produce en cualquier tipo de suelo, desde los arenosos hasta
los arcillosos, profundos y friables (Alban 2006).

La forma mas facil de propagacion de camote es por via asexual, utilizando esquejes o
guias enraizados (Alban 2006). EI camote esta expuesto al ataque de una gran variedad de
plagas y enfermedades micoticas y virales (CIAT 1991).

La técnica de cultivo de tejidos permite la propagaciéon clonal rapida y masiva de
materiales seleccionados, ademas de la conservacion de germoplasma, bajo condiciones
controladas, en espacios pequefios y con poca mano de obra (Lizarraga y Espinosa 1990).
Esta técnica que garantiza material limpio para la siembra y el intercambio internacional
de germoplasma ha motivado a numerosos investigadores a ensayar varios métodos para
la propagacion in vitro del camote, dentro de los que se puede mencionar el aislamiento y
cultivo de protoplastos, cultivo de anteras, uso de apices cortado o de meristemas y una
combinacion de este ultimo con el injerto de &pices in vivo y el tratamiento con calor de
los materiales de siembra (CIAT 1991).



Dentro de las investigaciones en el area de cultivo de tejidos para realizar una rapida
multiplicacion en el camote se encuentra la embriogénesis somatica, la cual abre nuevas
areas para la investigacion. Por ejemplo, los embriones somaticos pueden encapsularse y
sembrarse como semilla, asegurando asi la obtencién de colecciones uniformes y libres de
virus. También se pueden emplear los embriones somaticos, deshidratados o
criopreservados, para la conservacion de germoplasma (CIAT 1991).

La utilizacion de hormonas sintéticas en el cultivo de tejidos proporciona un desarrollo
adecuado del tejido vegetal. Las auxinas que mas se utilizan en el establecimiento de los
cultivos son: Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), acido naftaleneacético (ANA), 4cido
indoleacético (AlA); las citocininas que mas se emplean son: Kinetina y 6-
bencilaminopurina (BAP) (Montoya 1991).

En el laboratorio de cultivo de tejidos se realizé un estudio de micropropagacién de
vitroplantas de camote variedad Bush Bock establecidas a partir de meristemas, en el que
se evaluo el uso de cuatro concentraciones de BAP (0, 0.5, 1 y 2 mg/L) en la estimulacion
de brotes durante la etapa de multiplicacién. Los mejores resultados para la obtencion de
brotes se obtuvieron utilizando 0 mg/L de BAP (Gil Villacis 2005).

El objetivo de la investigacion fue establecer un protocolo adecuado para la obtencién de
embriones somaticos a partir del uso de vitrolaminas foliares y vitrosegmentos nodales de
camote utilizando tres niveles de 2,4-D (0.5, 1.0 y 2.0 mg/L).



MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizé entre Agosto y Octubre de 2008 en el laboratorio de
Cultivo de Tejidos y Reproduccion in vitro (LCTRIV) de la Escuela Agricola
Panamericana (EAP), Zamorano, ubicada en el departamento de Francisco Morazén,
Honduras, a 30 km de Tegucigalpa, temperatura promedio de 24°C, 800 msnm y 1100
mm de precipitacion anual.

El material vegetal utilizado fue la variedad Bush Bock, importada de Africa en abril de
2007 a la EAP, la cual fue sembrada en los invernaderos del LCTRIV. A partir de estas
plantas iniciales se aislaron meristemos para establecer un cultivo in vitro en el cuarto de
crecimiento del LCTRIV en marzo de 2008. Estas vitroplantas de 5 meses de edad fueron
utilizadas como plantas madre de las cuales se extrajeron los vitrosegmentos nodales y las
vitroldminas foliares utilizados para esta investigacion.

El medio de cultivo basico utilizado para estimular la formacion de embriones somaticos
fue Linsmaier y Skoog (1965). Para la preparacion de todas las soluciones y medios de
cultivo se utiliz6 agua destilada.

Para la preparacion del medio de cultivo de induccién embriogénica se elaboraron 4 L
de medio del cultivo en bikers de 250 y 500 100 ml. Estos se llenaron con agua destilada
y se les agregd solucibn madre la cual contenia todos los macronutrientes y
micronutrientes ademas de hierro (FeNa EDTA), tiamina, piridoxina, acido nicotinico,
sacarosa e inositol en las cantidades recomendadas segun la formulacion basica
recomendada (Cuadro 1). Luego se agregd la auxina 2,4-D (acido diclorofenoaxiacético)
de acuerdo con cada tratamiento (Cuadro 2). Posteriormente se ajusté el pH a 5.8
utilizando KOH o HCL segun lo requeria el medio. Finalmente se agregd el agente
gelificante Gelrite a razén de 2 g/L.

El medio se dispensd a razén de 10 ml por tubo de ensayo. Finalmente los tubos de
ensayo que contenian el medio de cultivo fueron esterilizados en la autoclave durante 25
minutos a 120°C y 15 PSI (Vallejo Renddn 2007).



Cuadro 1. Medio basico Linsmaier y Skoog (1965) utilizado para la estimulacion e

induccion de embriogénesis somatica en el establecimiento in vitro de Camote.

Cantidad
Componente Formula Nombre Comun (mg/L)

NH4NO; Nitrato de amonio 1,650.0

Macronutrientes CaCl,2H,0 Cloruro de calcio bihidratado 440.0
MgSQO,7H,0 Sulfato de magnesio heptahidratado 370.0

KNO; Nitrato de potasio 1,900.0

KH,PO, Fosfato monobaésico de potasio 170.0

H3BO; Acido boérico 6.200

CoCl, 6H,0 Cloruro de cobalto exahidratado 0.025

Micronutrientes CuSO45H,0 Sulfato cuprico pentahidratado 0.025
MnSQO,44H,0 Sulfato de manganeso tetrahidratado 22.300

Kl Yoduro de potasio 0.830

Na,Mo0O,42H,0  Molibdato de sodio bihidratado 0.250

ZnS0,47H,0 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600

Hierro FeSO,7H,0 Sulfato ferroso 27.8
Na2-EDTA 37.3

Tiamina 0.4

Vitaminas Piridoxina 0.5
Acido nicotinico 0.5

Inositol 100.0

Otros Sacarosa 70,000
Gelrite 2,000

pH 5.8




Cuadro 2. Concentracion de 2,4-D utilizado para la estimulacion de embriogénesis
somatica en el establecimiento in vitro de camote.

Explante 2,4-D (mg/L)

0.5
Vitrolaminas foliares (VLF) 1.0
2.0

0.5
Vitrosegmentos nodales (VSN) 1.0
2.0

Preparacion y siembra del material vegetal:

Del cuarto de crecimiento se obtuvieron vitroplantas establecidas en marzo de 2008, las
cuales se encontraban en medio de cultivo Linsmaier y Skoog (1965). Estas fueron
extraidas de los tubos de ensayo en las camaras de flujo laminar y se colocaron en platos
petri estériles para preparar los explantes.

VITROSEGMENTOS NODALES (VSN):

Con este nombre se le conoce el aislamiento de una yema previamente establecida in
vitro junto con una porcion del tallo, para obtener un vastago a partir de la yema (Pierik
1990).

En la preparacion del material para VSN se extrajeron las plantas madre de los tubos de
ensayo del cuarto de incubacion, luego en la cdmara de flujo laminar se extrajeron las
vitroplantas de los tubos de ensayo. Estas vitroplantas fueron colocadas en platos petri
donde con bisturies No 11 previamente esterilizados se removieron todas las hojas y las
raices. Las hojas fueron colocadas en platos petri para obtener las VLF de 1 cm de largo x
1.5 cm de ancho (1.5 cm?), del segundo experimento. De los tallos defoliados se
eliminaron los meristemas apicales con ayuda de bisturies, dejando Unicamente los tallos
con las yemas axilares. Estos tallos fueron seccionados en segmentos nodales de 2 cm
cada uno.

Siembra del material: Los VSN nodales fueron colocados de manera polar (derechos,
con su base fisiologica apoyada en el medio de cultivo) en forma individual en tubos de
ensayo. Cada tubo de ensayo fue cerrado con un tapon de plastico y sellado utilizando
parafilm.

Condiciones de incubacion: Luego de la siembra, los tubos de ensayo fueron colocados
en gradillas y trasladados al cuarto de crecimiento bajo condiciones de oscuridad por 18
dias, a 25°C y una humedad relativa de 60%. Aunque una alta intensidad luminica ha sido
esencial para obtener embriogénesis somatica en tabaco (Nicotiana tabacum); en
zanahoria (Daucus carota), papa (Solanum tuberosum) y camote (Ipomoea batatas) es
necesaria la oscuridad para la induccién de los embriones (CIAT 1991).



Luego de 18 dias los explantes fueron colocados a luz directa, utilizando lamparas
fluorescentes “daylight” de 2.4 m de largo espaciadas a 50 cm con una intensidad de
1000-3000 lux cada una. Durante toda la evaluacion los explantes permanecieron bajo las
mismas condiciones de temperatura (25°C) y humedad relativa (60%).

VITROLAMINAS FOLIARES (VLF)

Con el paso de los afios se han desarrollado algunos otros métodos, ademas del cultivo de
meristemos, segmentos nodales y anteras, para propagar in vitro muchos cultivos, tal es el
caso de l&minas foliares a partir de hojas jovenes y/o maduras (Pierik 1990).

De vitroplantas de camote variedad Bush bock sembradas en marzo de 2008 para su fase
de establecimiento, se cosecharon VLF, contando de esta manera con material libre de
contaminacion y patdgenos.

Preparacion del material: En la cdmara de flujo laminar y con ayuda de pinzas se
extrajeron las vitroplantas y se colocaron en platos petri. Luego se removieron las raices
y las hojas con peciolo, aislando las hojas del tallo con pinzas y bisturies esterilizados.

Todas las hojas con un &rea foliar mayor a 1.5 cm? fueron almacenadas en otro plato petri,
y se removieron los peciolos utilizando un bisturi No. 11, dejando Unicamente la lamina
foliar. Luego se recortaron los bordes de manera paralela y perpendicular a la nervadura
central dejando intacto el centro de las hojas, de esta manera se obtuvieron explantes
uniformes con un area foliar de 1.5 cm2,

Siembra de los explantes: Con pinzas se introdujeron explantes individuales en cada
tubo de ensayo, con la superficie abaxial (envés) en contacto con el medio. Luego cada
tubo de ensayo fue cerrado y sellado con parafilm. Los tubos de ensayo al igual que los
VSN, fueron colocados en gradillas y trasladados al cuarto de crecimiento bajo
condiciones de oscuridad por 18 dias a 25°C y una humedad relativa de 60%.

Condiciones de incubacién: Después de 18 dias los explantes fueron expuestos a luz
directa utilizando lamparas fluorescentes “daylight” de 2.4 m de largo espaciadas a 50 cm
con una intensidad de 1000-3000 lux cada una (Vallejo Rend6n 2007). Durante toda la
evaluacion los explantes permanecieron bajo las mismas condiciones de temperatura
(25°C) y humedad relativa (60%).

Transferencia a medio etapa Il de formacion y desarrollo de embriones somaticos:
Se necesita 2,4-D para la induccion de embriones somaticos, sin embargo la maduracion
de los embriones y la germinacion no ocurre en presencia de ésta. En consecuencia hay
que trasladar los explantes a un medio nutritivo sin auxina (CIAT 1991).

A los 50 dias (semana siete) de haberse realizado la siembra, los VSN y las VLF se
cambiaron de medio nutritivo, el cual contenia la misma solucién basica recomendada sin
el 2,4-D (Cuadro 1).


http://www.unex.es/botanica/LHB/glosario/enves.htm

Para el andlisis estadistico se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA) con
arreglo factorial (2 x 3) donde:

Factor A: Los dos tipos de material de inicio procedentes de VLF y VSN.
Factor B: Tres concentraciones de la auxina 2,4-D (0.5, 1.0 y 2.0 mg/L).

El experimento consto de seis tratamientos, cada tratamiento consto de tres repeticiones
con 20 tubos de ensayo cada una, para un total de 360 tubos de ensayo. Los datos fueron
analizados con el programa estadistico SAS®, se realiz6 un ANDEVA, utilizando el
modelo lineal general (GLM) y la prueba LSD para la separacién de medias con una
probabilidad P<0.05. Para la transformacion de datos expresados en porcentaje se utilizo
Arco seno.

ETAPA | (El) DE INDUCCION EMBRIOGENICA (PRESENCIA DE 2,4-D)

Durante las primeras seis semanas de la evaluacion, los explantes fueron sembrados en un
medio de Linsmaier y Skoog (1962), en el cual se evaluaron las tres concentracion de 2,4-
D (0.5, 1.0 y 2.0 mg/L) tanto en VLF como para VSN. Durante este periodo los explantes
permanecieron 18 dias en oscuridad total al inicio de la siembra y posteriormente fueron
expuestos a un fotoperiodo de 16 horas luz hasta el final de la investigacion.

Para ambos explantes se evaluo:

Induccion de tejido callogénico (ITC-El): El inicio de la formacion de tejido
callogénico (TC) se evalud en la semana seis en ambos explantes (VLF y VSN) y se
categorizd de acuerdo con su desarrollo, donde 0 indica que no hubo formacién de TCy 1
indica presencia de TC (Anexo 1).

El TC se puede definir como un tejido obtenido por medio del aislamiento de 6rganos o
tejidos diferenciados, presentando estas células una proliferacidn continua, acelerada y de
apariencia desorganizada, que da origen a una masa amorfa de tejido. La proliferacion de
callos se puede iniciar casi a partir de cualquier 6rgano vegetal (Hurtado y Merino 1991).

Consistencia del tejido callogénico (CTC): A las seis semanas de haberse realizado la
siembra del material de inicio (VLF y VSN) se evalu6 la respuesta regenerativa que
expresaron ambos explantes, en cuanto la formacion de TC con dos tipos de consistencias
(Anexo 2): compacto y friable en donde: 0 indica que no hubo respuesta regenerativa, 1
presencia de callo compacto y 2 presencia de callo friable.

Para vitrolaminas foliares se evaluo:

Induccion de callo embriogénico (ICE-EI): Esta variable se evalud en la semana seis,
Gnicamente en VLF (Anexo 3), debido a que en VSN no hubo induccion de callo
embriogénico, utilizdndose dos categorias: 0 ausencia y 1 presencia de callo
embriogénico.



ETAPA 1l (EIl) DE FORMACION Y DESARROLLO DE EMBRIONES
SOMATICOS (AUSENCIA DE 2,4-D)

Para los vitrosegmentos nodales se evaluo:

Induccion de tejido callogénico (ITC-EII): En la Ell la ausencia o presencia de TC se
evalud en la semana 10 unicamente en los VSN (Anexo 1), ya que en las VLF el TC fue
reabsorbido a partir de la EIll. Para evaluar esta variable se utilizaron las siguientes
categorias: 0 indica ausencia y 1 presencia de TC.

Proliferacion de tejido callogenico (PTC): Se categorizd la expansion o crecimiento de
TC friable de los VSN, ya que en la Ell solamente se observé callo friable, utilizando: 0
como ausencia de TC, 1 para el TC cubriendo un area menor al 50% del area total del
explante inicial y 2 para el TC cubriendo un area mayor al 50% del area total del explante
inicial (Anexo 4).

Presencia de masas callogénicas (PMC): después de 10 semanas de haber iniciado con
la investigacion se evalu6 el nimero de callos por cada explante en donde: O indica
ausencia de TC, 1 indica un callo por explante, 2 indica dos callos por explante y 3 indica
la presencia de tres callos por VSN (Anexo 5).

Para vitroldminas foliares se evaluo:

Induccion de callo embriogénico (ICE-EII): La ausencia o presencia de embriogénesis
somatica se evalu6 Unicamente en las VLF en la semana 10, debido a que en VSN no
hubo ICE y se usaron las siguientes categorias : 0 indica ausencia de callo embriogénico y
1 presencia del mismo.

Embriogénesis directa (ED) e indirecta (EInd): Al finalizar la etapa Il se observo la
formacién de embriones somaticos directamente a partir del explante (ED) e
indirectamente a partir de callo embriogénico (EInd), donde se categoriz6 1 para ED y 2
para EInd (Anexo 6).

Numero de embriones somaticos (NES): La presencia o ausencia de embriones
somaticos se evalud en la semana 10 a través de valores categorizados de acuerdo con el
numero de embriones somaticos observados, indicando 0 como la ausencia de embriones
somaticos, 1 para una proliferacion leve (1 a 3 embriones somaticos); 2 representando
una proliferacion intermedia (4 a 7 embriones somaticos) y 3 indicando una proliferacion
profusa (8 a 10 embriones sométicos) (Anexo 7).

Las variables fueron evaluadas en la Etapa | (El) de induccidén embriogénica al final de la
sexta semana (Cuadro 3) y en la etapa Il (Ell) de formacion y desarrollo de embriones
somaticos a la décima semana de iniciada la investigacion (Cuadros 4).



Cuadro 3. Variables evaluadas durante la primera etapa (EI) de induccion embriogénica durante el establecimiento in vitro de camote

a partir de vitrolaminas foliares y vitrosegmentos nodales.

Etapa | (EI) de induccion embriogénica en presencia de 2,4-D

Explantes* Variable Codigo Descripcion Categorias Anexos
Induccién de tejido callogénico ITC-El  Formacién de TC”™ en los bordes de las VLF 0,1- 1
VLF Consistencia del tejido callogénico CTC ;I'/CLFcompacto y TC friable en los bordes de las 0,1, 2 2
Induccién de callo embriogénico ICE-EI  TC con presencia de ES* o, 1M 3
Induccién de tejido callogénico ITC-EI I\:/oSeracmn de TC en la parte superior de los 01" 1
VSN
Consistencia del tejido callogénico CTC TC compacto y friable en la parte superior de 0,1,2M 2

los VSN

¥ VLF= Vitrolaminas foliares VSN= Vitrosegmentos nodales.
Jb= Tejido callogénico.
2= Embriones somaticos.

L: 0= ausencia de tejido callogénico, 1= presencia de tejido callogénico.

M: 0= Ausencia, 1= presencia de tejido callogénico compacto, 2= presencia de tejido callogénico friable.

N: 0= ausencia de callo embriogénico, 1= presencia de callo embriogénico.



Cuadro 4. Variables evaluadas durante la segunda etapa (EIl) de formacion y desarrollo de embriones somaéticos durante el
establecimiento in vitro de camote a partir de vitrolaminas foliares y vitrosegmentos nodales.

Etapa Il (EIl) de formacion y desarrollo de embriones somaticos en ausencia de 2,4-D

Explantes’ Variable Codigo Descripcion Categorias Anexos
Induccién de callo embriogénico  ICE-Ell  TC con presencia de ES> 0,1" 3
VLF Embriogénesis directa e indirecta EP Y Pr_ese_nua de ES dwect_amente ?Lpartlr del explante 1,2V 6
Eind o indirectamente a partir de TC
Numero de embriones somaticos NES Numero de embriones somaticos por explante 0,1,2 3N 7
Induccidn de tejido callogénico ITC-EIl  Formacion de TC 0, 1° 1
VSN Proliferacion de tejido callogénico PTC Expansidn o crecimiento de TC 0,1,2° 4
Presencia de masas callogénicas PMC Numero de masas callogénicas por explante 1,2, 3% 5
¥: VLF= Vitrolaminas foliares VSN= Vitrosegmentos nodales Jb= Tejido callogénico. > = Embriones somaticos.
0= ausencia de callo embriogénico, 1= presencia de callo embriogénico .

M: 1= embriogénesis directa, 2= embriogénesis indirecta.
0= ausencia de embriones somaticos, 1= 1 a 3 embriones somaticos, 2= 4 a 7 embriones, 3= 8 a 10 embriones.
0= ausencia de tejido callogénico, 1= presencia de tejido callogénico.
0= ausencia de tejido callogénico, 1= tejido callogénico cubriendo un area mayor del 50% del &rea total del explante inicial, 2= tejido callogénico cubriendo un
area menor del 50% del &rea total del explante inicial.
1= una masa callogénicas, 2= dos masas callogénicas, 3= tres masas callogénicas.

L:

N
0]
=}
R



RESULTADOS Y DISCUSION

El material experimental puede influir en el crecimiento y desarrollo in vitro, esto
depende de la porcion de planta que utilizada como explante, existiendo grandes
diferencias en cuanto a la capacidad de division celular y regeneracion, incluso entre
variedades de una misma especie. Ademas la concentracion de promotores externos
(hormonas) utilizados en el medio de cultivo da como resultado diferentes respuestas
regenerativas (CIAT 1991).

ETAPA | (El) DE INDUCCION EMBRIOGENICA (PRESENCIA DE 2,4-D)

Induccion de tejido callogénico (ITC-EI): A partir de la semana seis se comenzo a
observar la aparicion de TC en ambos explantes evaluados: VLF y VSN (Anexo 1). Por lo
general, la formacion de callo toma de 3 a 8 semanas, dependiendo del tipo de explante y
hormona utilizado (Hurtado y Merino 1991). El 2,4-D estimulé facilmente la aparicién de
TC a la sexta semana de iniciada la investigacion.

Los VSN cultivados en 1.0 mg/L fueron los que mostraron diferencia (P<0.05) con
respecto a las VLF cultivadas en 0.5 y 2.0 mg/L de 2,4-D. Ya que los VSN cultivados en
1.0 mg/L de 2,4-D obtuvieron 91% de ITC, mientras las VLF cultivadas en 0.5 y 2.0
mg/L obtuvieron 64% y 72% de ITC respectivamente (Cuadro 5).

Cuadro 5. Efecto de la concentracién de 2,4-D en la induccién de tejido callogénico en
vitroldminas foliares y vitrosegmentos nodales, durante la primera etapa de induccion
embriogénica en el establecimiento in vitro de camote.

Explante® 2,4-D° (mg/L) Induccién de tejido callogénico(%6)*
0.5 64°
VLF 1.0 74%
2.0 72°
0.5 83®
VSN 1.0 912
2.0 84

*VLF= Vitrolaminas foliares VSN= Vitrosegmentos nodales.
2Y® medias con diferente letra difieren estadisticamente a P< 0.05. * 2,4-Diclorofenoxiacético.
Porcentaje de explantes con presencia de tejido callogénico.
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Consistencia del tejido callogénico (CTC): Para ambos explantes fue evidente la
aparicion de callos compactos y friables en presencia de 2,4-D a la sexta semana después
de iniciado el cultivo (Anexo 2). El tejido callogénico compacto presenté masas celulares
unidas, lisas, duras y color verde oscuro. El tejido callogénico friable presenté una
apariencia esponjosa y color verde claro. La consistencia del tejido callogénico depende
del tipo de hormona y del explante que se utilice (CIAT 1991).

En la induccién de embriones somaticos son evidentes callos friables y compactos, el
primero es organogénico y el segundo puede producir embriones somaticos (CIAT 1991).
En los VSN la formacion del TC inici6 a partir de la parte superior del explante y en las
VLF la formacién de TC comenzo a partir de los bordes del explante.

Los VSN cultivados en medio con 1.0 y 2.0 mg/L de 2,4-D fueron los que presentaron
mayor formacion de callos compactos, con 82% y 90% de explantes con callos compactos
respectivamente. Este TC compacto puede dar origen a embriones somaticos, mientras
que el TC friable por lo general da origen a induccién organogénica. Las VLF cultivadas
con 0.5y 1.0 mg/L de 2,4-D presentaron el menor porcentaje de explantes con callos
compactos, 39% y 42% respectivamente (Cuadro 6).

A una concentracion de 0.5 mg/L de 2,4-D los VSN fueron los que presentaron mayor
proporcién de callos friables con 63% de los explantes. Los VSN incubados en 2.0 mg/L
de 2,4-D fueron los que presentaron un menor porcentaje (10%) de explantes con callo
friable (Cuadro 6).

Cuadro 6. Efecto de la concentracion de 2,4-D en la consistencia de tejido callogénico en
vitroldminas foliares y vitrosegmentos nodales durante la primera etapa de induccion
embriogénica en el establecimiento in vitro de camote.

Consistencia del Tejido Callogénico (%)*

Explante* 2,4-D (mg/L) Compacto Friable
0.5 39° 61
VLF 1.0 42° 58
2.0 63 370
0.5 37" 63
VSN 1.0 822 18%
2.0 90? 10¢

¥ VLF= Vitrolaminas foliares VSN= Vitrosegmentos nodales.
3YP medias con diferente letra difieren estadisticamente a P< 0.05. * 2,4-Diclorofenoxiacético.
! Porcentaje de explantes con presencia de callo friable y/o compacto.
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Induccion de Callo Embriogénico (ICE-El): La hormona 2,4-D aparte de haber
inducido a la formacion de TC en los explantes, también dio origen a la formacién de
callo embriogénico (CE).

La formacion de embriones somaticos comienza de cuatro a 10 semanas de haber
sembrado los explantes con la desdiferenciacion de células ya diferenciadas.
Posteriormente inicia la division celular, las células son ricas en citoplasmas y se
convierten en células embriogénicas por la influencia de alguna auxina (CIAT 1991).

En las VLF la ICE fue evidente en la semana seis (Anexo 3), ya que se observaron
pequefias estructuras de color blanco y de forma globular en la superficie de los explantes.
No asi en los VSN donde no se observo presencia de CE, sino Unicamente formacion de
TC. Independientemente de la dosis utilizada de 2,4-D, no se encontro diferencia (P<0.05)
en la ICE en las VLF (Cuadro 7).

Cuadro 7. Efecto de la concentracion de 2,4-D en la induccion de callo embriogénico en
vitroldminas foliares durante la primera etapa de induccion embriogénica en el
establecimiento in vitro de camote.

2,4-D® (mg/L) Induccién de callo embriogénico (%)*
0.5 152
1.0 152
2.0 122

® medias con igual letra no difieren estadisticamente a P< 0.05. * 2,4-Diclorofenoxiacético.
Porcentaje de explantes con presencia de callo embriogénico.

ETAPA Il (Ell) DE FORMACION Y DESARROLLO DE EMBRIONES
SOMATICOS (AUSENCIA DE 2,4-D)

Para estimular el crecimiento de los embriones somaticos, al inicio de la semana siete los

explantes fueron trasladados a un medio de cultivo de Linsmaier y Skoog sin auxina 2,4-
D, donde permanecieron cuatro semanas hasta la semana 10. De esta manera se estimulo
el crecimiento y la maduracion de los embriones somaticos, ya que la presencia de 2,4-D
en el medio de cultivo inhibe el crecimiento de los embriones sométicos (CIAT 1991).

Induccion de tejido callogénico (ITC-EIl): Durante las primeras seis semanas en
presencia de 2,4-D, fue evidente la presencia de callos compactos y callos friables en los
bordes de las VLF. Sin embargo al inicio de la semana cuatro se comenzo a observar una
degradacion del TC en VLF en ausencia de 2,4-D que fue mas evidente a partir de la
semana seis (Figura 1). Simultaneamente con la degradacion del TC, en la misma semana
cuatro, se comenzd a observar la aparicion de callo embriogénico (CE), que fue mas
evidente en la Ell a partir de la semana seis en ausencia de 2,4-D.
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Figura 1. Induccion de tejido callogénico durante la induccion de embriogénesis somatica
de vitrolaminas foliares utilizando tres concentraciones de 2,4-D (mg/L) en camote.

En los VSN a diferencia de las VLF, en la segunda etapa de formacion y desarrollo de
embriones somaticos, siguié formandose TC. Sin embargo se observé que Unicamente se
formaron callos friables después de haber transferido los explantes a medio de cultivo
libre de 2,4-D contrastando con las primeras seis semanas donde los explantes formaron
callos compactos y callos friables.

Los VSN cultivados en 0.5 mg/L y 1.0 mg/L durante las primeras seis semanas fueron los
gue mostraron mayor porcentaje de TC al final de la décima semana, con el 98% y 97%
respectivamente (Figura 2) (Anexo 1).
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Figura 2. Induccion de tejido callogénico durante la induccion de embriogénesis somatica
de vitrosegmentos nodales utilizando tres concentraciones de 2,4-D (mg/L) en camote.
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Proliferacion de Tejido Callogénico (PTC): La concentracion de auxina 2,4-D durante
las primeras seis semanas y su remocion en las dltimas cuatro semanas influyo
significativamente en la PTC, debido a que las auxinas generalmente inducen a la
expansion celular (Pierik 1990). Las células callogénicas presentan una proliferacion
continua 'y acelerada, dando origen a una apariencia desorganizada, que posteriormente se
regenerard en organos o en el crecimiento de tejido calloso (CIAT 1991).

Los VSN en ausencia de 2,4-D fueron los Unicos explantes que presentaron una PTC en la
Ell a diferencia de los VLF que manifestaron presencia de TC Unicamente durante las
primeras seis semanas estando en presencia de 2,4-D; por lo tanto no presentaron PTC
durante la EIl (Figura 1).

En los VSN que fueron incubados en 0.5y 1.0 mg/L de 2,4-D durante la El el 47% y
52% respectivamente del total de explantes presentaban una PTC mayor al 50% del area
total del explante inicial. Los VNS incubados en 2.0 mg/L de 2,4-D durante la El en su
mayoria solamente mostraron explantes con TC que cubrian un area <50% del explante
inicial (78%) (Cuadro 8) (Anexo 4).

Cuadro 8. Proliferacion de tejido callogénico en vitrosegmentos nodales durante la
segunda etapa de formacion y desarrollo de embriones somaéticos en el establecimiento in
vitro de camote.

Proliferacion de Tejido Callogénico (%6)*

Tratamiento* < 50%* > 50952
VSNO0.5 53° 47°
VSNL1.0 47° 52°
V/SN2.0 78° 22"

*WSN= Vitrosegmentos nodales cultivadas en diferentes dosis de 2,4-D en la etapa I.

® medias con diferente letra difieren estadisticamente a P< 0.05

'PTC < 50%= Porcentaje de explantes con presencia de tejido callogénico cubriendo un area menor del 50%
del area total del explante inicial.

2 PTC > 50% = Porcentaje de explantes con presencia de tejido callogénico cubriendo un &rea menor del
50% del &rea total del explante inicial.

€ Porcentaje de explantes con presencia de proliferacion de tejido callogénico.

Presencias de masas callogénicas (PMC): En las VLF no se observd PMC, Unicamente
ICE, mientras que los VSN incubados en 0.5 y 1.0 mg/L de 2,4-D durante las primeras
seis semanas el 52% y 43% presento dos callos por explante respectivamente. Los VSN
incubados en 0.5 mg/L de 2,4-D en la EI fueron los Unicos explantes que presentaron tres
callos (4%) al final de la décima semana (Cuadro 9) (Anexo 5). Hay que tomar en cuenta
que la cantidad de masas callogénicas y el tamafio del TC que se obtiene por explante
incrementa la tasa de multiplicacion in vitro al momento de subcultivar el TC (Pierik
1990).
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Un callo puede formar brotes, raices, embrioides, o simplemente continuar proliferando
como callo, dependiendo de las cantidades relativas de auxinas y citocininas
suministradas y lo mismo sucede con la cantidad y tamafio de los callos (Hurtado y
Merino 1994).

Cuadro 9. Presencia de masas callogénicas (%) por explante a la décima semana durante
la segunda etapa de formacion y desarrollo de embriones somaticos en el establecimiento
in vitro de camote a partir de vitrosegmentos nodales.

Tratamiento® Un callo Dos callos tres callos
VSNO.5 44° 52° 4
VSN1.0 57 43° o
VSN2.0 62° 38" 0P

*VSG= Vitrosegmentos nodales cultivados en diferentes dosis de 2,4-D en la etapa I.
2P medias con diferente letra difieren estadisticamente a P< 0.05.

Induccién de Callo Embriogénico (ICE-EII): En la semana seis durante la El se
observo la aparicion de tejido embriogénico; ya en la EIl se observaron embriones
somaticos en fase globular, acorazonado, torpedo y cotiledonal (Anexos 8a, 8b, 8c). En
presencia de 2,4-D los embriones somaticos no se desarrollan perfectamente ya que el
2,4-D inhibe el desarrollo y la maduracion de los embriones somaticos, los cuales ocurren
solamente en la ausencia de 2,4-D (CIAT 1991). Se debe de tener en cuenta que la
tendencia embriogénica en los cultivos parece ser especifica de cada especie al momento
de utilizar diferentes porciones de plantas, algunas tienden a formar embriones y otros
solamente TC (Montoya 1991).

En VLF en la semana cuatro se comenzé a observar, simultdneamente con la degradacion
del TC, la aparicion de CE, el cual fue mas evidente a partir de la semana seis en ausencia
de 2,4-D (Figura 3). En VSN no se observo ICE, Unicamente proliferacion de TC friable
tal y como se observé en la El de induccidén embriogénica.
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Figura 3. Induccion de callo embriogénico durante la induccién de embriogénesis
somatica de vitrolaminas foliares utilizando tres dosis de 2,4-D (mg/L) en camote.
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Las VLF que estuvieron cultivadas en 0.5 mg/L de 2,4-D durante las primeras seis
semanas de cultivo mostraron ICE que las otras dos concentraciones, con 95% de
presencia de CE (Cuadro 10) (Anexo 1). Las VLF que en la EI fueron cultivadas a 0.5
mg/L de 2,4-D presentaron un fendmeno denominado gemacion, mediante el cual se
obtiene la formacién de embriones secundarios a partir de los embriones primarios a
través de un proceso conocido como embriogénesis secundaria (Anexo 8d) (Pierik 1990).

Cuadro 10. Induccion de embriogénesis somatica en vitroldminas foliares durante la
segunda etapa de formacién y desarrollo de embriones somaticos en el establecimiento in
vitro de camote.

Tratamiento® Induccién de Callo Embriogénico (%)"
VLF0.5 95°
VLF1.0 71°
VLF2.0 30°

¥ VLF= Vitrolaminas foliares cultivadas en diferentes dosis de 2,4-D en la etapa I.
abY¢ medias con diferente letra difieren estadisticamente a P< 0.05.

1 . . L
Porcentaje de explantes con presencia de callo embriogénico.

Embriogénesis directa (ED) e indirecta (EInd): Asi mismo en la décima semana la
embriogénesis somatica se categorizé en embriogénesis directa e indirecta, debido a que
habian embriones que se originaron directamente del explante (ED) y también se observd
embriones que se produjeron a partir de callos embriogénicos (El) (Anexo 6).

En VLF se observo tanto ED como EInd (Anexo 6), no asi en VSN, en los que solamente
se obtuvo ITC durante la etapa Il de formacion y desarrollo de embriones somaticos. Las
VLF mantenidas en 0.5 mg/L y 1.0 mg/L de 2,4-D durante las primeras seis semanas
mostraron ED y fueron las que formaron mayor porcentaje de embriones somaticos
directamente a partir del explante (57% y 54% respectivamente) (Cuadro 11).

En cuanto a la induccion de EInd los explantes que fueron sometidos en las primeras seis
semanas a un nivel de 2.0 mg/L fueron los que presentaron mayor respuesta, ya que el
77% de los explantes mostré una formacién indirecta de embriones a partir del TC (EI)
(Cuadro 11).
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Cuadro 11. Porcentaje de vitrolaminas foliares que presentaron embriogénesis somatica
directa e indirecta durante la segunda etapa de formacién y desarrollo de embriones
somaticos en el establecimiento in vitro de camote.

Embriogénesis (%6)*

Tratamiento® Directa Indirecta
VLF0.5 578 43°
VLF1.0 547 46°
VLF2.0 23" 77°

VLF= Vitrolaminas foliares cultivadas en diferentes dosis de 2,4-D en la etapa I.
2P medias con diferente letra difieren estadisticamente a P< 0.05.

1 . . S
Porcentaje del total de explantes con presencia de callo embriogénico.

Numero de embriones somaticos (NES): EI NES que present6 cada explante esta ligado
a la concentracion de auxinas a las que fueron expuestos durante las primeras seis
semanas de cultivo. A mayor concentracion de 2,4-D, menor fue la cantidad de embriones
somaticos que se obtuvieron al finalizar la segunda etapa de la evaluacion.

En VSN ni la etapa | de induccién embriogénica ni la etapa Il de formacion y desarrollo
de embriones somaticos indujeron a la formacién de embriones somaéticos. Por el
contrario en VLF, si se observo la formacién de embriones somaticos al final del proceso.

Las VLF expuestas a 0.5 mg/L de 2,4-D en las primeras seis semanas fueron las que
presentaron mayor NES por explante, ya que el 59% de los explantes produjeron de 4 a 7
embriones somaéticos, ademas fue el Unico tratamiento donde se observaron mas de 8
embriones somaticos por explante (10%) (Cuadro 12) (Anexo 7).

Cuadro 12. Numero de embriones somaticos en vitroldminas foliares durante la segunda
etapa de formacién y desarrollo de embriones somaticos en el establecimiento in vitro de
Camote.

Embriones somaticos (%)*

Tratamiento® 1a3”® 4a7 8a10
VLF0.5 31" 502 102
VLF1.0 952 5° 0°
VLF2.0 1002 0° o°

*VLF= Vitrolaminas foliares cultivadas en diferentes dosis de 2,4-D en la etapa I.
2® medias con diferente letra difieren estadisticamente a P< 0.05.

Jb - o
Numero de embriones somaticos/explante.
1 . . . .
Porcentaje de explantes con presencia de embriones somaticos.



CONCLUSIONES

En la etapa | (El), la mayor induccion de tejido callogénico (TC) se obtuvo
utilizando vitrosegmentos nodales (VSN) incubados en 1.0 mg/L de 2,4-D.

La mayor induccion de tejido callogénico durante la etapa | en VLF se obtuvo
utilizando 1.0 mg/L de 2,4-D.

En la EIl, la mayor formacion de callos compactos se obtuvo utilizando VSN
incubados en 1.0 y 2.0 mg/L de 2,4-D.

En la EI, la mayor formacién de callos friables se obtuvo utilizando VSN
incubados en 0.5 mg/L de 2,4-D.

En la EI, Unicamente las vitroldminas foliares (VLF) formaron callo embriogénico.

En la etapa Il (Ell) la mejor induccion de tejido callogénico (TC) se obtuvo
utilizando los VSN que estuvieron incubados en 0.5y 1.0 mg/L de 2,4-D en la EI.

En la EIl la mejor proliferacion de TC se obtuvo utilizando los VSN que
estuvieron incubados en 0.5y 1.0 mg/L de 2,4-D en la El.

Una mayor presencia de masas callogénicas se observé en los VSNO.5 y VSN1.0.

En la Ell la tendencia de los VSN fue a una mayor formacién de callos friables y
no a formar indistintamente callos compactos y friables como se observé en la
primera etapa.

En la EIl de formacién y desarrollo de embriones somaticos, las VLF no
continuaron regenerando TC. La tendencia fue la induccion de embriogénesis
somatica, donde las VLF que fueron incubadas en 0.5 mg/L en la El, fueron las
que presentaron mayor induccién de callo embriogénico (CE).

La mejor respuesta en embriogénesis somatica directa se obtuvo utilizando VLF
que estuvieron incubadas en 0.5 mg/l de 2,4-D en la ElI.

La mejor respuesta en embriogénesis somatica indirecta se obtuvo utilizando VLF
que estuvieron incubadas en 2.0 mg/l de 2,4-D en la EI.



La mayor cantidad de embrioides se obtuvo a partir de las VLF cultivadas en 0.5
mg/L de 2,4-D durante la etapa I.

RECOMENDACIONES

Cosechar los embriones somaticos obtenidos de las VLF y continuar con su
desarrollo incubandolos en un medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) en
ausencia de auxina para su germinacion.

En VSN, evaluar el efecto de otro tipo de auxinas tales como ANA y AIA en
concentraciones de 0.5 a 5.0 mg/L utilizando los medios de cultivo de Linsmaier y
Skoog (1965) y Murashige y Skoog (1962) para inducir a la formacion de
embriones somaticos.

Para la propagacion masiva de TC obtenido a partir de VSN, subcultivar el TC
cada dos a tres semanas utilizando el medio de cultivo de Linsmaier y Skoog, ya
que la falta de transferencia lleva irremediablemente al debilitamiento,
intoxicacion y muerte del TC.

EN VSN, otra opcion para inducir organogénesis con fines de reproduccion
masiva a partir de TC friable, es establecer un cultivo de células en suspension
utilizando el medio de cultivo desarrollado por Murashige y Skoog y utilizando de
2 a 5.0 mg/L de 2,4-D.

Inducir a brotacién el TC obtenido a partir de VSN, utilizando de 1.0 a 5.0 mg/L
de citocininas, BAP o KIN o concentraciones de 1.0 a 10 mg/L de ANA o AIA
utilizando como medio de cultivo el de Murashige y Skoog.
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ANEXOS

Anexo 1. Categorizacién de induccion de tejido callogénico (ITC) en vitrolaminas
foliares (VLF) y vitrosegmentos nodales (VSN) en la etapa | (EI) de induccion

embriogénica y etapa Il (EIl) de formacion y desarrollo de embriones somaticos en
camote.

a Ausencia de tejido callogénico en vitrosegmentos nodales.
b. Presencia de tejido callogénico en la parte superior de vitrosegmentos nodales.
¢. Ausencia de tejido callogénico en vitrolaminas foliares.

d. Presencia de tejido callogénico en los bordes de vitroldminas foliares.
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Anexo 2. Categorizacion de consistencia del tejido callogénico (CTC) en vitrolaminas
foliares (VLF) y vitrosegmentos nodales (VSN) en la etapa | (EI) de induccion
embriogénica en camote.

a. Presencia de tejido callogénico compacto en la parte superior de vitrosegmentos nodales
b. Presencia de tejido callogénico friable en la parte superior de vitrosegmentos nodales

c. Presencia de tejido callogénico compacto en los bordes de las vitrolaminas foliares.

d. Presencia de tejido callogénico friable en los bordes de las vitrolaminas foliares.
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Anexo 3. Categorizacion de la induccién de callo embriogénico (ICE) en vitrolaminas
foliares (VLF) en la etapa | (EI) de induccion embriogénica y etapa Il (EIl) de formacion
y desarrollo de embriones somaticos en camote.

a. Callo embriogénico de vitrolaminas foliares en la etapa I.
b. Callo embriogénico de vitrolaminas foliares en la etapa II.

Anexo 4. Categorizacion de proliferacion de tejido callogénico (PTC) en vitrosegmentos
nodales (VSN) en la etapa Il (EIl) de formacion y desarrollo de embriones somaticos en
camote.

a. Proliferacion de tejido callogénico cubriendo un &rea menor del 50% del area total del explante inicial.
b. Proliferacion de tejido callogénico cubriendo un &rea mayor del 50% del &rea total del explante inicial.



25

Anexo 5. Categorizacion de presencia de masas callogénicas (PMC) en vitrosegmentos
nodales (VSN) en la etapa Il (EIl) de formacion y desarrollo de embriones somaticos en
camote.

a. Presencia de una masa callogénica en vitrosegmentos nodales.
b. Presencia de dos masas callogénicas en vitrosegmentos nodales.
c. Presencia de tres masas callogénicas en vitrosegmentos nodales.
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Anexo 6. Embriogénesis directa (ED) e indirecta (EInd) en vitrolaminas foliares (VLF) en
la etapa Il de formacion y desarrollo de embriones somaticos en
camote.

a. Formacidn de embriones somaticos dlrectamente a partir de vitrolaminas foliares (embriogénesis directa).
b.Formacion de embriones somaéticos indirectamente a partir de tejido embriogénico en vitroldminas
foliares (embriogénesis indirecta).

Anexo 7. Embriones somaticos en vitrolaminas foliares (VLF) en la etapa Il (EIl) de
formacion y desarrollo de embriones somaticos en camote.

a. Embriones somaticos en fase cotiledonal.

b. Embriones sométicos fusionados en fase acorazonada.

¢. Embriones somaticos en fase globular.

d. Gemacién en el proceso de embriogénesis somatica secundaria en vitrolaminas foliares de camote.






