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SAGASTUME MENA, H.A. 1991. Estudio del comportamiento de
anteras de cacao (Theobroma cacao L.) en cultive in
vitro. Tesis Mag.Sc., CATIE, Turrialba, Costa Rica. 124

P

PALABRAS CLAVE: cacao, Theobroma cacao, 1n vitro, callo,
morfogénesis, rizogénesis, embriogénesis,
androgénesis, haploide, haplom&todos,
Catongo, SPA-S, suspensiones celulares,
mejoramiento genético.

RESUMEN

Tres estudios principales en anteras de cacao (Theobroma
cacao L.} fueron hechos buscando la posibilidad de obtener
lineas homocigdéticas in vitro en la Unidad de Biotecnologia
del CATIE en Turrialba, Costa Rica. El primero comprendid el
estudio de factores gque influyen en la callogénesis vy
embriogénesis somatica a partir de anteras de cacao con el
objetivo de inducir embriogénesis directa o indirecta. El
objetivo de ésto fue obtener lineas homocigdticas originadas
de cultivo 1in vitro. Los factores considerados en éste
estudio fueron: genotipo (Catongo y SPA-9), luz (obscuridad y
3.000 lux), estado meidtico de las microsporas (tetrada y
uninucleado)}, 4&cido naftalenacético (ANA), bencil adenina
(BA), cinetina (CIN}, pH, sacarosa Y carbdn activado, en
siete diferentes experimentos y dos estudios descriptivos. El
segundo estudio involucrd tres experimentos para determinar
los efectos de 1la CIN, ANA, BA y =zeatina (ZEA) sobre la
organogénesis en callos. El tercer estudio constéd también de
tres experimentos, con el objetivo de estudiar los efectos de
la 2EA, &cido giberélico (GAj), &cido abscisico (ABA), CIN y
ANA sobre el establecimiento de suspensiones celulares a
partir de calles. En todos los casos se estudiaron los
efectos principales y las interacciones relevantes.

En todos los experimentos se utilizé el medio de
Murashigue y Skoog (MS) en cantidad de 10 m]l por vial.
También se usé 7 g.l“l de agar como solidificante, mientras
que el pH fue ajustado a 6,70 * 0,01 antes de autoclavar.
Todos 1los experimentos fueron incubados en cémara de
crecimiento a una temperatura de 21 * 29C con un fotoperiodo
de 16 horas de luz y una intensidad luminica de 3.000 lux.

Los resultados obtenidos del primer estudio indican que
los factores estudiados como: genotipo, estado de desarrollo
de la microspora, condiciones de luz en el periodo de
incubacién de las anteras, pH del medio de cultivo, nivel de
sacarosa en el medio, ANA y CIN juegan un papel significante
en la formacién de callos a partir de anteras.: La formacién
de callos significativamente alta fue observada en anteras
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del genotipo SPA-9 (82% aproximadamente, vrs., 54%
aproximadamente en el genotipo Catonge) con microsporas en
estado meidtico uninucleado, incubadas en obscuridad, cop un
medic MS suplepentado con 2,5 mg.1”1 de aNa, 0,2 mg.1l™* de
CIN, 46,7 q.l“1 de sacarosa y pH ajustado a 5,9. Por otro
lado el genotipo Catongo alcanza su mdxima respuesta en la
formacidén de callos con microsporas en estado meidtico de
tetrada, también incubadas en obscuridad, con un medio MS
suplementado con 0,5 mg.l"l de ANA, 0,2 mg.1"! de CIN, 45,2
mg.l“l de sacarosa y pH ajustado a 6,6. Los resultados
sugieren la posibilidad de extrapolar la formacién de callos
hacia otros genotipos de cacao. Los mismos resultados de éste
estudio muestran gue el uso de carbdn activado inhibe la
formacidn de callos en anteras cuando es usado en dosis entre
0,25 y 0,75 g.1”" indicando la necesidad de probar dosis mas
bajas para determinar su efecto sobre la formacidn de callos.
Por otra parte el almacenamiento del medio de cultivo a 21
2°C con luz antes de su utilizacidén no redujo la formacién de
calleos aungue se hayan almacenado hasta por 22 dias antes de
ser sembrados. Con los mismos lineamientos la inmersidn de
botones florales en hipoclorito de calcic comercial al 1%
(65,63% de ingrediente activo) controla suficientemente la
contaminacién del medio de cultivo por hongos y bacterias
externas. De éste estudio, parece ser que el origen de la
formacidn de los callos son células de la pared de la antera,
a pesar de que no fue posible establecer la haploidia de los
callos ni de las raices; sugiriendo la necesidad de ulterior
investigacién en éste campo. En el segundo estudio se
investigd la regeneracidén de ralces a partir de callos,
lograndose hasta un 6% sin necesidad de agregar reguladores
del <crecimiento. Mientras gue en el tercer estudio fue
posible establecer suspensiones celulares a partir de callos
y de éstas desarrollar proembriones através de la aplicacidn
de 0,5 mg.l"1 de ZEA + 2,0 mg.lm1 de ABA (mala produccidn de
células), 1,00 mg.l"l de ZEA + 2,0 mg.l":L de ABA (regular
produccidén de células), 1,00 mg.l_l de CIN (también regular
produccidén de células) 6 1,75 mg.1"1 de <CIN (buena
produccidn de células)

En general, los estudios observados indican la
posibilidad de produccién de callos a partir de anteras de
cacao, de los cuales es posible regenerar raices. También se
mostrd que es posible obtener suspensiones celulares a partir
de callos y en éstas suspensiones es posible producir
proembriones. 8Sin embargo, no fue posible producir callos
haploides por 1o que el presente estudio sugiere més
investigacién sobre éstas lineas.
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SAGASTUME MENA, H.A. 1991. 8tudy of in vitro culture on the
cocoa’s (Theobroma cacao L.) anthers performance. Mag.Sc.
Thesis. CATIE, Turrialba, Costa Rica. 124 p.

KEY WORDS: cocoa, Theobroma cacao, in wvitro, callus,
morphogenesis, rizhogenesis, enbryogenesis,
androgenesis, haploid, haplomethods, Catongo, SPA-
9, celular suspensions, genetic improvement.

SUMMARY

Three principal studies on cocoa’s (Theobroma cacao L.)
anthers were performed to 1look at the possibilitys of
obtaining homozygous lines on an in vitro basis at the
Biotechnology Unit of CATIE in Turrialba, Costa Rica. The
first study comprised on factors that influence callusing and
somatic embryogenesis originating from cocoa’s anthers in
order to induce direct or indirect embryogenesis. ‘The
objective of this was to obtain homozygous lines originating
from in vitro culture. Factors considered in this study were:
genotype (Catongo and SPA-9), light (darkness and 3.000 lux),
meiotic stage of the microspores (tetrad and uninucleate),
naphthaleneacetic acid (NAA), benzyladenine (BA), kinetin
(KIN), pH, sucrose and activated charcoal under seven
different experiments and two descriptive studies. The second
study involved three experiments to determine the effects of
KIN, NAA, BA and zeatin (ZEA) on callus organogenesis. The
third study involved also three experiments, to look at the
effects of ZEA, gibberellic acid (GA3), abscisic acid (ABa),
KIN and NAA on the establishment of cellular suspensions from
the callus. In all cases the main and relevant interaction
effects were studied.

In all the experiments Murashigue and Skoog (MS) medium
was used in a cuantity of 10 ml per wvial. Alsc 7 g.l ~ of
solidifying agar was used while the pH was adjusted to 6,70
0,01 before autoclave. All experiments were incubated in a
growth chamber at a temperature of 21 * 2 ©C with a
photoperiod of 16 hours light and luminic intensity of 3.000
lux.

Results obtained from the first study indicate that
factors studied as the genotype, microspore developmental
stage, 1light conditions at the incubation period of the
anthers, pH of the culture medium, sucrose level in the
medium, NAA and KIN play a significant role in the callus
formation of the anthers. Significantly higher callus
formation was observed from anthers originating from the
genctype SPA-9 (approximately 82% vrs. approximately 54% in
Catongo) with microspores in the uninucleate meiotic stage
incubated_in darkness, with medium of MS supplemented with
2,5 mg.1"! of NAA, 0,2 mg.1l”! of KIN, 46,7 g.1 * sucrose and
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PH adjusted to 5,9. On the other hand the Catongo genotype
reaches it maximum response in «callus formation with
microspores in the tetrad meiotic stage, also incubated in
darkness with % medium of MS supplgﬁented with 0,5 mq.l"1 of
NAA, 0,2 mg.l™* of CIN, 45,2 mg.l™~ sucrose and pH adjusted
to 6,6. The results suggest the possibility of extrapolation
on callus formation in other genotypes of cocoa. Same results
of this study showed that the use of activated charcoal
inhibit callus formation in the apthers when it is used at
dosage between 0,25 and 0,75 g.l"l indicating the necessity
of proving lower dosage in order to determine it effect on
callus formation. On the other hand the storage of the
culture medium at 21 + 2 °C with light before it utilization
did not reduce the formation of callus even when this were
stored for 22 day prior to the sawing. On the same line the
submerging of the flower buds in 1% comercial calcium
hipochlorite (65,63% of active ingredient)} can sufficiently
control the culture medium contamination by external fungus
and bacteria. From this study, therefore it seems to be that
the origin of the callus formation is the anther cell wall,
even thought it was not possible to stablish neither hapleid
callus nor roots; suggesting the need for further research on
this. In the second study of this research the regeneration
of roots from the callus up 6% was achieved without the
necessity of adding growth regulators. Meanwhile in the third
study it was possible to stablish cellular suspensions from
the callus and in this _develop proembryos throught the
application of 0,5 mg.l'"1 of ZEA + 2,0 mg.l1”% of ABa
(producing very few cells), 1,00 mq.'l"l of ZEA + 2,0 mg.l"l
of ABA (regular in its cell production capacity), 1,00 mg.l'l
of KIN (also regular in it cell production) or 1,75 mg.1 * of
KIN (good in it cell production).

In general, the observe studies indicate the possibility
of callus production from cocoa anthers and from which it is
possible to regenerate roots. Also it is showing that it is
possible to obtain cellular suspensions from the callus and
in these suspensions it is possible to produce proembryos.
However, it was not possible to produce haploid callus for
which the present study suggest further research on this
lines.
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1. INTRODUCCION.

El mejoramiento del cultivo de cacao (Theobroma cacao
L.) incluye 1la hibridacién mediante cruces de clones
seleccionados. La F1 de éstos hibridos es muy variable, y con
baja heterosis debido a que 1los clones distan mucho de ser
homocigéticos en la mayoria de sus loci. Derivando lineas
endogémicas de clones seleccionados y que sean genéticamente
distantes, se puede 1llegar a una ganancia maxima por
heterosis, sin variaciones en la Fl (Falconer, 1984). Por
métodos convencionales el proceso de llevar a homocigosis un
clon de cacao puede llevar mas de 18 afieos. Otra limitante
para éste fin, es gque solamente seria posible llevar a
homocigosis 1los c¢lones autocompatibles, mientras gque los
autoincompatibles es imposible por métodos de mejoramiento
convencional y muchos clones autoincompatibles manifiestan
caracteristicas agrondémicas deseables.

Mediante el uso del cultivo in vitro es posible inducir
plantas haploides, a partir de la embriogénesis somdtica de
las microsporas, si se realiza un uso adecuado de los
reguladores del crecimientc (un balance adecuado de Auxinas y
Citocininas) y en condiciones fisicas apropiadas.

Los embriones haploides producidos a partir del cultivo
de anteras, se pueden microinjertar sobre piéntulas diploides
provenientes de semilla diploide puesta a germinar in vitro
(Aguilar, 1990). También es posible aplicar colchicina al

meristemo de pléntulas haploides, a fin de duplicar el nimero



de cromosomas y propiciar que los brotes nuevos (tallo o
ramas) sean diploides (Dublin, 1974, 1978, 1984).

Bajo condiciones in vitro es posible inducir 1la
germinacién de los embriones y producir pléntulas haploides
las cuales se pueden injertar sobre plantas diploides y luego
al aplicarle colchicina al meristemo producir brotes
diploides homocigotos (Adu-Ampomah, 1987).

Uno de los pocos estudios al respecto, es el realizado
por Esan (1981), gquien cultivando anteras de cacaoc (Theobroma
cacao L.) logrdé un 50% de ocurrencia de callos, de los cuales
15% formaron raices en cinco meses, Los resultados de Esan,
evidencian la posibilidad de lograr éxito en la induccién de
embriones o callos haploides, en un periodo de tiempo corto.

Los usos practicos de los haploides en cacao incluyen el
proveer de material para estudios de genética y niveles de
heterosis, asi como también para investigar los efectos de
factores externos (temperatura, humedad, cantidad de 1luz,
etc.) sobre caracteristicas agronémicas (rendimiento, altura
de planta, grosor de tallo, etc.) y produccién de hibridos.

En cacaoc se han identificado haploides espontéaneos
mediante separacién de semillas aplanadas (Dublin, 1984;
Palma y Villalobos, 1989; Lanaud, 1988) y su posible uso en
el mejoramiento genético del cacao (Febres, 1990). Sin
embargo, la tasa de hapleoides esponténeos en cacao es baja,
varidndose de 0 =~ 2%. La induccidén de plantas haploides
através del cultivo in vitro de anteras puede proveer

cantidades casi ilimitadas de plantas haploides.



El objetivo de éste trabajo fue el de estudiar 1la
posibilidad de inducir enbriogénesis haploide directa o
indirecta, a la vez de hacer un aporte en la investigacién
para el mejoramiento del cultivo de cacao, aplicando el
cultivo de anteras en condiciones in vitro, para que con
estos resultados se den los primeros pasos hacia la obtencién
de lineas homocigotas de cacao en el futuro.

Por las anteriores razones se plantean los siguientes

objetivos:

2. OBJETIVOS.

2.1. Objetivo general.

Estudiar la posibilidad de inducir embriogénesis
somdtica haploide directa o indirecta, mediante el cultivo in

vitro de anteras de Cacao (Theobroma cacao L.).

2.2. Objetivos especificos.

2.2.1. Determinar el tamafioc de botdén floral relacionado con
el estado de desarrcllo de la microspora, para los
genotipos Catongo y SPA~9.

2,2.2. Determinar 1la forma de disminuir al minimo posible
la contaminacidén de los medios de cultivo al sembrar

anteras in vitro.



2.2.3. Determinar el grado de influencia de factores como
el genotipo, 1luz, estado meidtico del grano de
polen, ANA, BA, CIN, pH, sacarosa, carbdn activado y
algunas de sus posibles interacciones, sobre la
morfogénesis en el cultivo de anteras de cacao.

2.2.4. Establecer el origen de los callos formados a partir
de anteras.

2.2.5. Determinar 1la influencia de la CIN, ANA, ZEA y BA
sobre la organogénesis en callos.

2.2.6. Estudiar el efecto de la ZEA, GAy, ABA, CIN y ANA
sobre el establecimiento de suspensiones celulares a

partir de callos provenientes de anteras.

3. HIPOTESIS.

Toda célula diferenciada de una planta, si tiene nicleo
y estd viva, es posible modificar su patrdén de diferenciacién
por medio de reguladores del crecimiento y producir una

planta completa.



4. REVISION DE LITERATURA.

4.1. Botanica del cacao.

4.1.1. Clasificacidn sistematica.

El cacao pertenece al 6rden Malvales y a la familia de
las Esterculiiceas, gque incluye especies principalmente
tropicales, herbaceas o lefiosas, caracterizadas por flores
en que los cinco estambres estdn unidos por la base y en
varias especies alternan con otros tantos estaminodios. Dos
Esterculidceas: cacao y cola, son de importancia econémica
por los principios estimulantes contenidos en las semillas
y por su valor alimenticio (Lebn, 1987).

Theobroma cacao es una especie sumamente variable
dentro de la que se ha creado varias entidades de rango
especifico. Hasta hace unos 20 afios el cacao "lagarto" y el
"calabacillo" fueron considerados como especies distintas:
T. pentagona y T. leiocarpa, respectivamente; el cacao
cultivado en Africa se describid como T'. sphaerocarpum y se
reservaba la denominacién T. cacao para las poblaciones de
criollo"., La existencia de tipos intermedios entre estas
entidades y la carencia de barreras de fertilidad han hecho
a casl todos los especialistas abandonar esta clasificacidn
Y reconocer una sola especie, T. cacao, para todas las

poblaciones cultivadas y semisilvestres (Ledn, 1987).



4.1.2. Origen, historia y dispersién.

La evidencia bioldégica sobre el &rea de origen del
cacao es muy imprecisa. En México, Centro y Suramérica se
ha informado gque existen poblaciones silvestres pero en
ninglin caso se ha podido establecer claramente que no hayan
tenido relacién con asentamientos humanos (Leén, 1987).

La informacidén argqueoldégica e Thistérica es més
relevante. Representaciones de cacao en piedra, ceramica y
en cédices han sido encontradas en México y Guatemala, 1lo
que indica que el cacao era conocido por los Mayas y otras
culturas Mesoamericanas. Las fuentes linguisticas de
Mesoamérica, prueban que términos COMO "cacao" Y
"chocolate" son de origen Nahuatl y fueron espafiolizados
por los primeros europeos gque conocieron el uso del cacao
en México. La evidencia histérica muestra que el cultivo
prehispénico del cacao estuvo limitado al &rea comprendida
entre el Sur de México y la actual frontera entre Costa
Rica y Panama (Ledn, 1987).

La domesticacidén original en Mesocamérica se hizo
quiz&s con "criollo" o "lagarto", que tienen cAscara nas
suave y semillas menos amargas. La informacién histérica
indica gue los espafioles introdujeron el cultivo a América
del Sur y que en ésta se aprovecharon las poblaciones
nativas, las cuales se hibridizaron con las introducidas.
La expansién a Africa, gque exporta cerca del 70% de la

produccién mundial, se hizo en el siglo pasado y la mayoria



de los cultivares desclenden de un tipo brasilefio
autocompatible. Al Sureste de Asia se introdujeron en el
siglo XIX tanto "criollo" como "calabacillo" (Ledén, 1987).
El cacao tiene una distribucién natural muy anmplia,
del Amazonas a México, y es una planta de cultivo muy

antiquo (Ledn, 1987).

4.1.3. Biologia floral.

La estructura y posicidn de las inflorescencias son
los caracteres mds notables del cacao. Las inflorescencias
0o cojines aparecen sdlo en el tronco y ramas principales,
fendmeno denominade caulifloria, gque se presenta en
numerosas especies tropicales; los cojines ocupan
posiciones axilares a las hojas. En los troncos, y por la
distorsidén debida al crecimiento, no es posible situarlos
segiin la filotaxia peroc en estudios detallados se ha
probado que tienen una distribucién en espirales siguiendo
el orden de 3/8. Un cojin sencillo consiste de una base
ancha, que es una ramilla de entrenudos acortados
considerablemente, con 1los nudos marcados por bracteas
pequefias y caedizas. Se divide en el &apice en dos ramas,
una de las cuales termina en dos pedicelos florales y la
otra no se desarrolla. Con frecuencia una de las flores
crece mds réipido que la otra y pareciera que la segunda
fuera una rama de la primera. La ramilla gque no se

desarrolla aparece también como una ramificacidn de la



principal. La inflorescencia es pues un dicasio y el cojin
una ramilla de entrenudos acortados (Ledn, 1987).

La flor individual tiene un pedicelo largo y fino, de
1,0 - 1,5 cm de longitud. Al final hay 3 - 7, normalmente
cinco sépalos agudos y rosados, de 6 - 8 mm de largo,
pubescentes, que en la flor abierta se expanden formando
&ngulo recto con el peciolo. La corola consiste de cinco
pétalos blancos, de 6 - 8 mm de largo, formados por una
base cbébncava en forma de concha y por una ligula
triangular, muy delgada en la base, ancha y cdncava hacia
el apice. El centro de la flor lo ocupa el tubo estaminal,
compuesto por cinco estambres fértiles, cortos y doblados
hacia afuera, cada uno encerrado en la concha de un
pétalo, y de cinco estaminodios internocs, agudos y largos,
de posicidén erecta. Los estambres fértiles tienen dos
anteras con dos sacos polinicos cada una. Los estaminodios,
de color pardo y pubescentes, de 35 =~ 6 mm de largo,
aristados y pilosos, rodean al pistile. El1 ovario es un
cuerpo ovoide, sfipero, con cinco celdas y placentaciodn
central, con 30 - 50 6vulos. El estilo es c¢ilindrico y
blanco, de 2 - 3 mm de largo, se abre arriba en cinco ramas
estigmdticas, algunas de las cuales permanencen con
frecuencia soldadas (Ledn, 1987).

Del gran ntGmerc de flores que produce el cacao menos
de cinco por ciento es fecundado y llega a dar fruto, lo
que se debe a dos factores: primero, es muy frecuente que

la planta sea autoincompatible y por lo tanto necesite de



polen extrafio para su fecundacidn; segundo, los mecanismos
de polinizacidén son muy poco eficlientes. FEsto ultimo
depende de los agentes de transmisidén del polen, la
estructura de la flor y su biologia. Las flores del cacao
se comienzan a abrir por la tarde y en las primeras horas
de la wmafiana siguiente emiten polen y presentan estilos
receptivos, pero la estructura de la flor parece impedir 1la
autopolinizacidén, pues las anteras recurvadas hacia afuera
estadn rodeadas por las conchas de los pétalos y separadas
del pistilo por 1los estaminodios. Ademds, el polen es
pegajoso, por lo que la polinizacidén por el viento no puede
ocurrir normalmente. Son entonces ciertos insectos
diminutos, &afidos y otros, los que al andar por las flores
pueden recoger el polen y depositarlo en los estigmas, sea
de la misma flor, sea en otras del mismo &rbol o llevarlo a
otra planta. Las flores gque no han sido fertilizadas caen
al segundo o tercer dia; en las gque han sido fecundadas se
desprenden los sépalos, pétalos y estambres y el ovario
inicia su crecimiento. Muchos de los ovarios fecundados
caen por diversas causas y s6lo un porcentaje muy bajo

llega a la maduracidédn (Ledn, 1987).



4.2. Genética y mejoramiento del cacao.

Theobroma cacaoc es una especie diploide (2n=20)
(Glicenstein y Fritz, 1989).

El cacao es una especie altamente aldgama, pues se
estima gue su polinizacién cruzada estd por encima del 95%,.
La mayoria de esta polinizacién la realiza wuna poblacién
entomoldégica bastante especializada, de tamafio muy pequefio,
especialmente unas mosguitas del género Forcipomyia
(Enriquez, 1985).

El cacao es una especie de amplia variabilidad Genética,
debida principalmente a cruzamientos y es determinada por la
autocompatibilidad predominante, falta de Dbarreras de
esterilidad, difusidén de <cultivares por el Thombre vy
aislamiento geogréfico. El1 resultado es un continum de
peoblaciones, entre las cuales la concentracién de ciertos
genes forma razas que reciben nombres especiales como
"Cundeanmor", "Angoleta'", "Amelonado" y "Calabacillo", basados
principalmente en 1la forma del fruto. Otro factor menos
evidente en la evolucidén del cacao han sido las mutaciones,
que pueden ser, como en "Catongo" de Brasil, de interés
econdmico por su mayor resistencia a enfermedades y mayor
produccién (Ledn, 1987).

Los diferentes tipos y grados de incompatibilidad y 1las
mutaciones son factores de variacidn natural, a los que se
suma la accidn del hombre al introducir poblaciones foréaneas.

El caso mas notable fue la introduccién de "“Criollos" de

io0



América Central a Suramérica y la formacidn subsecuente de
poblaciones hibridas con los cultivares locales. El resultado
es que en el Norte de América del Sur se presenta un espectro
continuo de variacién, cuyos extremos son los “Criollos" vy
los "Calabacillos". Los grupos intermedios llamados complejo
trinitario, incluyen las poblaciones conocidas en América del
Sur como MAngoletal, "Cundeamor", "Amelonado" y otros,
distinguidos por 1la forma del fruto. Hay, sin embargo,
poblaciones aisladas con caracteristicas distintivas, como el
"Nacional®™ de Ecuador, "Porcelana" de Venezuela y otros que
se han mantenido por aislamiento. Los "Criollos", originarios
de América Central, han sido préacticamente suplantados por
los trinitarios y s6lo se mantienen en sitios aislados. Por
otra parte, mutantes come "Catongo" de Brasil, constituyen
poblaciones mids homogéneas y recientemente se ha recogido los
drboles silvestres de Amazonia para incorporar sus genes en
los nuevos cultivares hibridos (Ledn, 1987).

Predominan ain en todos los paises cacaoteros 1los
cultivares propagados por semilla, gue en su mayoria son muy
heterogéneos. El primer procedimiento seguido para establecer
cultivares superiores fue reconocer un &rbol excépcional por
rendimiento o resistencia a enfermedades y propagarlo
vegetativamente. Se obtuve asi centenares de clones, entre
los que se escogieron 1los gque tenian un alto grado de
autocompatibilidad y mayor rendimiento o eran compatibles con

otros clones superiores en siembras mixtas (Ledén, 1987).
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La tendencia actual, sin embargo, es abandonar la
propagacién clonal, cara y dificultosa, reemplazdndola con la
siembra de semilla hibrida, obtenida de cruces entre clones
superiores. Este sistema facilita 1la siembra y permite
plantar un mayor niGmero de &rboles por area (Ledn, 1987).

Los principales objetivos del mejoramiento actual del
cacao son: incrementar el potencial productive de los
drboles; obtener resistencia a las enfermedades presentes en
el &rea de cultivo, especialmente "mal del machete'" causado
por el hongo Ceratocystis fimbriata, "pudricidén negra de la
mazorca", causada por el hongo Phytophthora palmivora vy
"moniliasis", causada por el hongo Monilia roreri; y mejorar
la calidad de las almendras (Lopez, 1985).

Las bases para la seleccidén de &rboles sobresalientes en
producciédn fueron desarrolladas en Trinidad por Pound en 1931
bajo los criterios de indice de mazorca (IM), indice de
semilla (IS), y el nimero de mazorcas por arbol. El IM se
refiere al nimero de mazorcas necesarias para hacer una libra
de cacao fermentado, mientras gque el IS expresa el peso
individual de una almendra seca fermentada (Lopez, 1985).

Aungue se han probado en varios paises las generaciones
de autopolinizacién para mejorar la homocigosis de 1os
clones, afin no se ha podido encontrar nada préacticeo. En la
Costa de Marfil se han hecho pruebas de plantas haploides por
poliembrionia y luego duplicandoe los cromosomas con
colchicina. Uno de los aspectos mas importantes de estas

plantas puede ser el de concentrar los genes para resistencia
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y calidad, para formar hibridos m&s promisorios (Enriquez,

1985) .

4.3. Cultivo de anteras.

Tuleke (1953), fue el primero en observar gue el grano
de polen maduro de Ginkgo biloba, podia ser inducido a la
formacién de callo haploide cuando se colocaban en un medio
de cultivo artificial.

Desde el logro de Guha y Maheshwari en 1964 (Sunderland,
1974}, de producir plantas haploides de Datura innoxia
(Solanaceae), el método ha sido aplicado con éxito a 111
especies de cultivos importantes (Chu, 1982) como: tabaco,
arroz, trigo, triticale, centeno, tomate, solandceas
tuberosas, chile, esparrago, maiz, soya, vid y caha de
azlcar.

Bourgin y Nitsch (1967}, fueron los primeros en obtener
plantas haploides completas, partiende de anteras de
Nicotiana sylvestris y N. tabacum. Desde entonces genetistas
y fitomejoradores se han interezado mds y mds en las
numerosas posibilidades de uso practico de ésta técnica.

Para la induccién de haploides por medio de cultivo de
anteras se debe tener muy en cuenta los siguientes factores
(Sunderland, 1974): a) condiciones y tipo de medio de
cultivo, b) reguladores de crecimiento (presencia vy
cantidad), c) cantidad de sacarosa en el medio, d) etapa de

desarrollo de la antera, e) condiciones de incubacién
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(temperatura y 1luz), f) pared de la antera, y g) estado
fisioldégico de la planta,

Haploides androgénicos y plantas homocigoticas, de
cultivos de polen y anteras, pueden acelerar la hibridacién,
mutagénesis y seleccidn de segregantes. Ascanio (1988) indica
gue plantas derivadas de polen han dado origen a variedades
superiorés de arroz, tabaco y trigo.

Los haploides y sus derivados son vistos por los
mejoradores como una herramienta que puede ser utilizada para
facilitar los programas de mejoramiento genético de muchos
cultivos, vya sea en forma directa o indirecta (Ascanio,
1988).

Las células de las plantas haploides contienen un juego
completo de cromosomas, lo gque indica, gque el fenotipo en
éste caso es la expresién de una simple copia de 1la
informacién genética, donde la interaccidn entre genes se ve
reducida, como seria por ejemplo, el enmascaramiento de
algunos genes por la accién de su alelo dominante (Ascanio,
1988) .

En cacao uno de los métodos para la obtencidén de plantas
haploides in vivo es la seleccidn de semillas espontaneas
aplanadas (Dublin, 1984; Lanaud, 1988; Palma y Villalobos,
1989; Bajaj, 1978). Existen otros métodos como la obtencidn
de embriones a partir de ovarios tratados con: polen
irradiado, polen de otra  especie, shock  térmico y
polinizacién retrazada (Chu, 1982; Bajaj, 1978). El1l cultivo

in vitro de anteras o granos de polen aislados, parece ser
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una de las alternativas mds promisorias para la formacidn
masiva de éstas, y de plantas diploides homocigoticas
(Ascanio, 1988).

Algunos autores han reportado resultados en la
aplicaciébn de ésta técnica en especies de la familia
solanaceae, tales como Nicotiana tabacum, Solanum tuberosum,
y Datura innoxia, donde el éxito alcanzado en la obtencidn de
plantas haploides ha sido superior al Jlogrado por otros
métodos. También en gramineas como Oriza sativa, Zea mays y
Triticum aestivum, ésta técnica ha permitido la obtencién de
hibridos. Igualmente, en plantas ornamentales Como
Saintpaulia ionantha, Anemone sp., Paeonia sp., y en algunas
plantas lefiosas, el cultivo in vitro de anteras ha jugado un
papel importante (Ascanio, 1988).

Guha y Maheshwari (1966), cultivaron granos de polen de
Datura innoxia Mill., con el fin de determinar la viabilidad
de éste sistema para el estudio de los factores gue controlan
la meiosis, observaron el desarrollo de embriones en un medio
de cultivo con cinetina y agua de coco, pudiendo corroborar
que éstos embriones contenian la mitad del nGmero de
cromosomas de la especie. Después de éstos trabajos, se han
realizado una serie de estudios tendientes a mejorar la
técnica de cultivo de anteras en otras especies, aunque se ha
dicho que la induccién de haploides in vitro estd restringida
a especies de unas pocas familias tales como solandceas y
gramineas, en la actualidad estd claro gque aungue las

especies pertenecientes a esas dos familias vresponden
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facilmente a la androgénesis, aungue en baja frecuencia, ésta
también ha sido lograda en muchas especies de otras familias
(Ascanio, 1988).

Se ha observado que uno de los mayores problemas que
presentan los investigadores en éste campo, es la poca
respuesta a la androgénesis. Asi, los estudios han sido
enfocados a determinar los factores gque influyen en la
embriogénesis haploide, con el fin de incrementar su
frecuencila. La manipulacién de ésos factores ha hecho posible
aumentar la eficiencia en la formacién de haploides. Tales

factores son descritos a continuacidn:

4.4. Genotipo.

Uno de los factores mAs importantes gque gobiernan 1los
sucesos en la induccidn in vitro de haploides es el genotipo
de la planta. Se ha observado repetidamente una respuesta
diferencial entre distintas especies y aln entre cultivares
de una misma especie. Gresshoff y Doy (1972), trabajando con
43 cultivares de Lycopersicon esculentum y 18 lineas de
Arabidopsis thaliana, pudieron inducir tejido haploide
Gnicamente en tres casos, para cada una de las especies.

El porcentaje de induccidédn de haploides en Oriza sativa,
varias especies de Nicotiana y Solanum, difiere marcadamente.
Del mismo modo, de 21 cultivares de Triticum aestivum, sbélo
se obtuvo tejido haploide en 10 cultivares. Esos estudios

hacen ver claramente que en general se consideren varios
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L

cultivares cuande se quiera estudiar 1la técnica en una

especie determinada (Ascanio, 1988).
4.5. Estado de desarrollo de lasgs anteras.

Numerosos estudios han demostrade gque la respuesta del
grano de polen a la formacién de un callo haploide o embrién,
depende del estado de desarrolo de la antera. Sunderland
(1979), reportd que las flores de muchas especies caen en una
de tres categorias: premitdtica, mitdética o postmitédtica. En
la categoria premitdtica se obtiene mejor respuesta al usar
anteras en las cuales las microsporas han completado la
meiosis, pero todavia no han comenzado la primera divisidn
mitdtica del polen. Ejemplos de especies correspondientes a
ésta categoria son: Hyoscyamus niger, H. albus, Hordeum
vulgare y Lolium sp. Las anteras de las plantas del grupo
mitdtice responden a la embriogénesis durante la ocurrencia
de la primera divisidn mitdtica. Ejemplos de ésta categoria
son las especies Nicotiana tabacum y Datura innoxia. En 1las
especies de la categoria postmitética, el estado binuclear
temprano de desarrollo del polen es el mej&r para la
embriogénesis. Ejemplo, Atropa belladona 'y Nicotiana
knightiana. En angiospermas, gue generalmente cuentan con un
gran nGmero de anteras por flor, se deben examinar muchas de
estas, para determinar el estado de desarrollo apropiado, ya
gue en éste tipo de flor las anteras no se desarrocllan al

mismo tiempo. Por otro lado, en especies con un ntmero



determinado de anteras por flor, donde se desarrollan todas
al mismo tiempo, se deben examinar botones florales con
diferentes estados de desarrollo para asi determinar el

tamaho mas adecuado.

4.6, Condiciones de la planta madre.

Nitsch (1981) indica que el éxito de la técnica de
androgénesis radica en dos consideraciones importantes: a) el
estado fisioldgico de la planta donante, ¥y b) la
androgénesis, es decir, 1la aptitud vy 1las condiciones
necesarias para modificar el desarrollo normal del polen vy
forzarlo hacia una embriogénesis. Aln cuando las anteras sean
tomadas en su 6ptimo estado de desarrollo, la respuesta del
grano de polen estd influenciada por muchas variables,
especialmente por el estado fisiolégico de la planta madre al
momento de la excisidn de las anteras. En algunas se han
reportado variaciones estacionales en la respuesta de las
anteras, eijemplo: Solanum tuberosum, Hordeum vulgare vy
Triticum aestivum. Estas variaciones estacionales estén
relacionadas con las condiciones ambientales (femperatura,
fotoperiodo, intensidad de 1uz), bajo las cuales se
desarrolla la planta madre en el momento de extraer las
anteras,

Sunderland y Dunwell (1977), trabajando con Nicotiana,
encontraron que un incremento de la temperatura en la cual se

desarrollaban las plantas madre desde 10°C hasta 20°C,



permitidé duplicar el nGmero de anteras capaces de formar
embriones.

Dunwell (1978), observd que la formacién de granos de
polen en Nicotiana tabacum era cinco veces mayor cuando las
plantas crecian con un fotoperiodo de ocho horas, comparado
con uno de 16 horas. Ademés, observdé que la respuesta de los
granos de polen fue mayor cuando la intensidad de luz gque
incidia sobre las plantas madre aumentd de 7 Klx a 14 Klx.

Otra condicidén fisioldgica gque afecta fuertemente la
respuesta de las anteras alin cuando las plantas esten
creciendo bajo condiciones favorables, es la edad de la
planta madre. Asi, Dunwell (1978), encontrd gue 1la mayor
respuesta de las anteras (70%) de Nicotiana tabacum ocurriéb
cuando éstas fueron tomadas de plantas jdévenes al inicio de
la floracién y 1la respuesta declinaba en 1la medida que

avanzaba la edad de la planta, hasta niveles menores al 20%.
4.7. Factores nutricionales.

Los requerimientos nutritivos para la induccién de callo
o embriones haploides en general son simples. |

En Nicotiana, la embriogénesis puede ser inducida al
colocar las anteras en un gel agar, (Vasil, 1980) o sobre una
simple solucién de sacarosa al 2% con 0,8% de agar (Nitsch y
Norrel, 1972).

En Datura innoxia, la androgénesis puede ser inducida

simplemente c¢on colocar las anteras en una solucidn de
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sacarosa al 2% incubadas a 25°C {Sunderland, 1974). Bajo ésas
condiciones se forma un pequefio nimero de embriones gque no
se desarrollan mds alld del estado globular.

Tanto en Datura como en Nicotiana, un medio simple con
sales minerales y sacarosa, sin reguladores de crecimiento o
vitaminas, es suficiente para asegurar el desarrollo hasta el
estado de plantulas (Nitsch y Nitsch, 1969).

Lakshmana vy Deepesh (1987) encontraron gue 10% de
sacarosa era Optimo para 1la androgénesis en Peltophorum
pterocarpun.

Powell y Uhrig (1987) reportan concentraciones entre 6 y
15% de sacarosa como Optimos al estudiar cinco genotipos de
Solanun. |

La sacarosa y el hierro son los componentes del medio
mas importantes. Las sales minerales son necesarias sdélo a
bajas concentraciones y algunos medios como el MS (Murashigue
y Skoog, 1962), se requiere generalmente a la mitad de la
concentracién. Otros medios, basados en la formulacidn de
White (1963), han sido probados en algunas especies (Bourgin
y Nitsch, 1967).

Los niveles de sacarosa varian con la espebie. En las
especies de categoria postmitdtica (granos de polen
binucleados), las concentraciones de sacarosa entre 2 y 4%
producen la respuesta adecuada.

En Hordeum vulgare, Solanum tuberosum, Oriza sativa,
Lycopersicon esculentum y Triticum aestivum, se ha probado

con éxito 6~12% de sacarosa (Claphan, 1971; Wang et al, 1974;
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Keller et al, 1875; Sopory et al, 1978). En general se
regquieren niveles altos de sacarosa en las especies de la
categoria postmitédtica o mé&s avanzado. Sin embargo, éstos
niveles sélo son criticos en la induccién del crecimiento, ya
que posteriormente los requerimientos disminuyen (Keller et
al, 1975).

Los reguladores de crecimiento, particularmente las
auxinas y citocininas, han sido usados en la induccién del
desarrollo androgenético. Las anteras de mnmuchos cereales
tales como Hordeum vulgare Yy Oriza sativa reguleren de
auxinas (Wang et al, 1974). La presencia de auxinas en el
medio favorece una répida proliferacidén celular y formacidn
de callo, aungue el requerimiento de éstas no es absoluto y
pueden ser eliminadas al usar el medio apropiado (Vasil,
1980). En las especies donde normalmente se producen
embriones directos d&e las anteras, es posible obtener
formacién del callo al aplicar auxinas en el medio.

La presencia o ausencia de auxinas en el medioc, asi como
el contenido enddgeno de auxinas de las anteras, parece ser
determinante en la formacién de embriones en Hyoscyamus niger
(Vasil, 1980). La eliminacién de auxinas en el medio previene
la formacién de callos y estimula la formacidén de embriones.

En algunas especies 1las citocininas proporcionan la
éptima respuesta de las anteras (Sopory et al, 1978).

El nedio nutritivo suplementado con altas
concentraciones de inositol y con aminodcidos como glutamina

o serina, estimulan el desarrollo de embriones en algunas
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especies (Nitsch, 1974; Keller et al, 1975). El hecho de que
anteras de plantas como Datura y Nicotiana, responden a la
androgénesis cuando son colocadas en agar © una solucidn de
sacarosa, indica que la pared de 1la antera puede tener un
papel critico en los primeros estadios de desarrocllo (Vasil,
1973).

El tejido mé&s activo en la pared de la antera es el
tapetum ya que todos los nutrientes para el desarrollo del
grano de polen deben pasar através de éste o Dbién
metabolizarse alli (Vasil, 1973). El papel del tapetum en el
desarrolo normal del polen y en la androgénesis in vitro, ha
sido propuesto por varios autores (Dunwell, 1978; Kohlenbach
et al, 1978).

En Hyoscyamus niger, el polen embridénico estd confinado
a la periferia del léculo de 1la antera, muy cerca del
tapetum, por lo tanto un gradiente de sustancias pasados u
originados en el tapetum puede tener un importante papel en
la induccidn de la embriogénesis (Vasil, 1973). La existencia
de factores inhibitorios de 1la pared también ha sido
propuesto por algunos autores (Dunwell, 1978; Kohlenbach et

al, 1978).
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4.8. Factores fisicos.

4.8.1. Posicidén de la antera en el medio de cultivo.

Las anteras deben estar en contacto directo con el
medio de cultivo. La manera de colocar éstas sobre el medio
puede ser importante. Sopory y Maheshwari, citado por Vasil
{1973) encontraron que colocando horizontalmente las
anteras sobre la superficie del medio resulta en la
formacién de un gran nimero de embriones. La inmersién de
parte de la antera en el medio, reduce la respuesta de 1la

misma.

4.8.2. Medio liquido versus medio sdélido.

El medio liquido ha mostrado ser superior en muchos
casos, pudiendo ser debido a la presencia de inhibidores en

el agar (White, 1963).

4.8.3. El nimero y densidad de anteras por recipiente y el

tamafio y velumen del recipiente.

Esas variables determinan el ambiente donde se
desarrolla la antera ya que afectan la composicién de la
atmésfera que rodea las mismas, tal como la presencia de
didxido de carbono o etileno, pudiendo influir

negativamente en la embriogénesis (Wang et al, 1974). Sin
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embargo, ha sido demostrado gue ni la completa remocién del
etileno, ni el flujo continuo de aire en el ambiente de
cultivo, tienen efecto significativo en la androgénesis

(Vasil, 1980).

4IBI4I Luz.

Se sabe que la luz es necesaria en la induccidn de
haploides androgenéticos en muchos cultivos, sin embargo su
efecto no estd completamente claro. La Jluz continua es
generalmente inhibitoria. Las microsporas aisladas son més
sensibles que las gue estan protegidas en la antera (Vasil,
1980).

La informacidn disponible sugiere que el efecto de 1la
luz puede tener diferencias marcadas entre especies y gque
es necesaric realizar mas estudios para determinar los
requerimientos cualitativos y cuantitativos de luz para una

6ptima formacidn de haploides (Vasil, 1980).

4.8.5. Temperatura de incubacién.

Normalmente el cultivo de anteras o microsporas se
realiza a temperaturas de 25°C, pero en muchas especies se
ha obtenido un aumento en la respuesta al incrementar 1la
temperatura a 30° (vasil, 1980).

Una previa incubacién de las anteras a 30-35°C y luego

colocadas a 25°C ha mejorado considerablemente la respuesta



androgenética (Keller et al, 1981). Temperaturas menores a

259C reducen la respuesta de las anteras.

4.9. Efecto del carbdn activado.

La adicidon de carbdén activado al medio puede aumentar la
formacidén de haploides (Sopory et al, 1978; Wenzel, 1979;
Powell y Uhrig, 1987) posiblemente por la absorcidn de
inhibidores presentes en el agar o aquellos liberados de las
paredes de las anteras en senescencia.

Ha sido comprobado gque el carbdn activado estimula el
crecimiento de varios hongos (Butler vy Bolkan, 1973;
Parmentier, 1970}, musgos (Proskaver y Berman, 1970),
helechos y orquideas (Bajaj, 1984). Estos trabajos fueron
extendidos a Tabaco c¢v Havana por Anagnostakis (1974) gquien
observd un incremento en la formacidn de anteras androgénicas
entre un 15 y un 45%.

Bajaj et al.(1978), reportan mejores resultados en el
cultivar Badischer y Burley, observandose un incremento desde
41 a 91%, al suplementar el medio basal con 2% de carbdn
activado. Ademds el nlmero de plantas regeneradaé por antera
fue mayor.

Un efecto similar del carbdén activado sobre la
androgénesis ha sido reportade en Anemone sp. (Johansson y
Eriksson, 1977) y Solanum tuberosum {Sopory et al, 1978).

Este método de aumentar la frecuencia de androgénesis

con la adicién de carbén activado no estd claro. Fridborg y

25



Eriksson (1975), observaron que el carbdn activado aumenta la
embriogénesis en zanahoria, mientras gque normalmente é&sta no
puede ser inducida sin la omisién de la auxina del medio.
Similarmente éstos autores obtuvieron formacidén de raices en
Allium cepa en un medio con carbén activado, pero no asi en
el mismo medio sin el carbdn, ésto sugiere que las auxinas
estdn implicadas en el mecanismo de accién del carbén
activado.

Weatherhead et al (1978), por otro ladeo, creen que el
aumento en la androgénesis en tabaco es debido a la absorcidn
del S-hydroxy-methyl furfural por parte del carbkén. Este
compuesto es producido por la sacarosa durante la
esterilizacion del medio en autoclave.

Aunque se cree gque en tabaco, el carbébn absorve
sustancias inhibitorias y talvez reduce el nGmero de polen
normalmente abortivo, guizd es mé&s probable que el nivel de
sustancias de crecimiento, tanto endbgenas como exdgenas,
estd regulado por la absorcidén del carbén (Weatherhead et al,
1978).

En general se puede decir gque el uso del carbdén activado
es muy efectivo para el aumento de la respuesta
androgenética, al menos en algunas especies y éstos

resultados pueden extenderse a otras.
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4,.10. Pretratamientos.

4,10,.1. Shock térmico.

Se ha observado gue los haploides pueden ocurrir en
forma natural o inducida experimentalmente después de algfin
trauma (Bajaij, 1978).

El primer estres inductor es dado cuando se rompen las
relaciones fisioldégicas entre el polen y la planta al
cortar las flores. El tratamiento con frio es el
secundario, el cual incrementa el nimero de granos de polen
con dos nicleos iguales, estimulando la formacién de
embriones (Nitsch y Norrel, 1972).

Por la manipulacidn de la temperatura, el &vulo puede
ser inducido a desarrollarse partenogenéticamente.

En 1922, Blakeslee et al (Polovochko, 1937),
obtuvieron haploides de Datura stramonium al colocar las
plantas a bajas temperaturas al momento de la
fertilizacién.

Polovochko (1937), obtuvo haploides al exponer plantas
de tabaco, tanto en altas como en bajas témperaturas.
Simultaneamente, Muentzing (1937 ) y después Noerdenskiold
(1939}, obtuvieron plantas haploides de cebada con
tratamiento a bajas temperaturas (3°C). En todos éstos
casos los haploides se originaron del &vulo. Tanto el déwvulo

como el polen son susceptibles a ésos traumas.
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Stow (1930) y Sax (1935) observaron que el "shock"
térmico dado a 1las plantas puede alterar el patrén de
divisién del nicleo de las microsporas. Las yvemas florales,
o plantas enteras, sujetas a bajas temperaturas, o talvez
alternando ambas, puede aumentar la capacidad androgénica
de la antera.

Algunas anormalidades tales como la fusién nuclear, en
petunias colocadas a baja temperatura por 24-48 horas, han
sido reportados por diferentes autores (Izhar, 1973).

El efecto estimulatorio de "shock™ térmico en el
cultivo de anteras ha sido extendido a patura innoxia
(Nitsch, y Norrel, 1973} Lycopersicon esculentum (De Bergh
y Nitsch, 1973), Atropa belladona (Bajaj, 1974) y Nicotiana
(De Vaulx et al, 1981), para aumentar la androgénesis en
anteras o granos de polen aislados.

Se ha reportado gque tanto el tratamiento con frio o
una breve exposicidén en altas temperaturas, estimulan la
divisidén repetida del polen. Por ejemplo en Brassica, la
embriogénesis es estimulada en anteras sujetas a 30°C por
24 horas o 40°C por sdélo una hora (Keller et al, 1981).

El "shock" térmico aparentemente causa una disolucién
de los microttbulos (Hepler y Palevitz, 1974) y un cambio
en la orientacidén del huso, que causa una divisién anormal
del nfclec de las microsporas, produciéndose dos nlcleos
iguales en lugar del nicleo generativo y el nticleo del tubo
que se forma normalmente después de la primera divisién

mitética del polen. Esto trae como consecuencia un aumento
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en la viabilidad del polen, previene la aborcién y parece
aumentar el namero de granos de polen que estain destinados
a formar embriones {(Bajai, 19878).

Se ha observado que en algunas especies tratadas con
frio, el grano de polen asume la condicidn de ocho ntcleos,
formando un saco embrionario. Este fenémeno habia sido
reportado por Nemec en 1898 Y se conoce como fendmeno
Nemec (De Mol, 1923; Geitler, 1961; Naithani, 1937; Ran,

1959).
4.10.2. Tratamientos gquimicos.

Se conocen varios agentes quimicos que inducen
partenogénesis. Yasuda (1940), observd gque inyectando a
ovarios de Petunia, el compuesto guimico Belvitén, estimuld
la divisién repetida del évulo. Igualmente, los
tratamientos con colchicina realizados por Smith (1943) vy
Levan (1945), permitieron obtener haploides de Nicotiana
langsdorfii y Beta vulgaris, respectivamente. La eficiencia
de la induccidén de haploides de maiz dulce fue incrementada
de 2,7/1000 a 7/1000 por la aplicacidén de 50 mg.1f1 de
hydrazida maléica (Vasil, 1980).

Aspersiones a las plantas con varios reguladores de
crecimiento también han sido considerados. Asi, Lower Yy
Miller (1969), encontraron que ethrel (Acide 2-Cloroetil
fosfdrico), actta como gameticida y causa esterilidad

masculina.
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Bennett y Hughes, citado por Vasil (1980), demostraron
en plantas de Triticum aestivum y Chinese spring, que en la
célula madre del polen ocurria una mitosis adicional gque
producia granos de polen multinucleados cuando eran
asperjados con ethrel.

La induccién de una divisién adicional y formacién de
cuerpos nucleares ha sido también observado en Medicago y
Tradescantia (McDonald y Grant, 1974), Nicotiana (Bajaij,
1974) y algunos cultivares de Triticum aestivum.

Bajaj (1978) reporta gue flores de tabaco asperjadas
con ethrel a la concentracién de 100 ppm, muestran una
divisidn del nidcleo vegetativo. Las anteras tomadas de esas
flores, cuatro dias después de la aspersién, mostraron un
25% de aumento en la androgénesis. Sin embargo, las anteras
tuvieron la tendencia a formar callos de color marrén y las
plédntulas la tendencia a tornarse amarillas.

Bajaj (1975), reporta que plantas de trigo tratadas
con ethrel a la concentracién de 4000 ppm producian anteras
que contenian granos de polen con 4-6 nlcleos. En ambos
casos, tanto el nicleo vegetativo como el generativo se
dividieron repetidamente.

Es posible que el polen multinucleade de anteras
tratadas con ethrel pueda inducir la formacién de embriones

al ser cultivado, aumentando asi la formacidn de haploides.
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4.10.3, Centrifugacidn.

Sangwan y HNorreel (1977), reportan gque al someter las
anteras a varios estres se puede incrementar aln més el
nimero de anteras androgenéticas de Datura innoxia Mill.
Estos autores aplicaron un sistema de cultivo que
comprendia tratamiento con frio aplicado a 1los botones
florales y centrifugacidn de los granos de polen aislados a
120 gravedades durante 15 minutos. Estos factores
favorecieron la formacidén de embriones androgenéticos en
mayor cantidad al compararlos con el testigo. Las anteras
no tratadas mostraron un porcentaje de embriogénesis de
aproximadamente 48%, después de cinco semanas de cultivo,
mientras que las anteras sometidas al doble estres (frio y
centrifugacién), mostraron después de cinco semanas un 82%
de embriogénesis. Por otro lado, las anteras tratadas sélo
en frio mostraron un 65% de embriogénesis. Los estudios
realizados a nivel celular de éste tratamiento han sido muy
pobres, sin embargo, se cree que tiene un efecto similar al
"shock" térmico, es decir, que aumenta el nimero de granos
de polen con dos nficleos iguales.

Existen otros ©pretratamientos que han resultado
adecuados en algunos casos para la induccién de
androgénesis, tales como la inmersidén de los botones
florales en agua durante un tiempo determinado (White,
1963) el cual ha permitido aumentar significativamente la

respuesta androgénica de las anteras.
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4.11. Biotecnologia en cacao.

La biotecnologia ha hecho algunos aportes al
mejoramiento del cacao, entre ellos podemos mencionar los
trabajos de Valverde (1989), quien encontré gque para la
induccién de embriogénesis somdtica en cacao era adecuado un
pH de 6,7, 5% de sacarosa e incubar los embriones cigdticos
inmaduros en obscuridad.

Aguilar (1990) disefid una metodologia para desarrollar
embriones somaticos de cacao, utilizando 1la técnica del
microinjerto, la que serd muy Gtil para la micropropagacién
de individuos con caracteristicas genéticas superiores o
embriones provenientes de cultivo de anteras.

Febres (1990) demostrd la utilidad que tiene el andlisis
RFLP  (Polimorfismo de Fragmentos de Restriccién) para
estudiar la organizacién gendmica, la taxonomia vy la
caracterizacidén del germoplasma de cacao, con fines de
mejoramiento.

Lanaud (1988) asocidé 1la caracteristica de semilla
aplanada con haploidia, en cacao. Por su parte, Palma y
Villalobos (1989) lograron rescatar in vitro embriones
provenientes de semillas aplanadas, de las cuales 1% eran
haploides. Este método de producir haploides en cacao no es
eficiente ni préactico, pues se necesitan demasiadas mazorcas
para obtener una planta haploide y no todos los genotipos
producen semillas planas. La frecuencia de produccién natural

de haploides en cacac es muy baja, varia entre 0 y 0,1%

32



(Lanaud, 1988). La produccién de haploides en forma natural
€5 un proceso que depende mucho del azar. El uso de cultivo
de anteras, una vez desarrollada la técnica, puede proveer de
grandes cantidades de haploides, en cualquier genotipo, en
forma eficiente y practica.

La Gnica referencia gue se conoce actualmente en cuanto
a cultivo de anteras en cacao es la de Esan (1981), guien
para lograr ocurrencia de callos utilizdé el medio MS
(Murashigue y Skoog, 1962), suplementado con 1,0 mg.l"'I de
Acido Naftalenacético (ANA), 0,1 mq.l"1 de Cinetina (CIN) vy
100 Ing.l"1 de Inositol. Las condiciones de incubacién fueron:
14 horas diarias bajo luz diurna difusa, a 25 4 2°C y 80 =
85% de Humedad Relativa. Esan logrd 50% de formacidén de
callos y de éstos 15% regenerd en ralices.

Glicenstein y Fritz (1989), encontraron en tres
diferentes clones de cacao que la meiosis ocurre cuando los
botones florales miden entre 1,5 y 2,2 mm de largo.

Dublin (1974), estudiando haploides de cacao observé que
no son capaces de sobrevivir sobre su propio sistema
radicular mads alld de cinco a diez meses. Por lo que sugiere
gque injertando los haploides se pueden conservar. Ademas,
experimentd con diploidizacién de haploides tratando botones
florales de haploides injertados, con colchicina, encontrando

respuesta positiva en un 70% de los casos.
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5. MATERIALES Y METODOS.

El trabajo se realizd en la Unidad de Biotecnologia del
Centro Agrondmico Tropical de Investigacidédn vy Ensefianza
(CATIE), Turrialba, Costa Rica, entre Noviembre de 1990 vy
Octubre de 1%91.

Las muestras de botones florales pertenecientes a dos
genotipos se obtuvieron de la coleccién de cacao.

Los genotipos en estudio fueron: Catongo
(autocompatible, de buen rendimiento y resistente a pudricién
negra de la mazorca, causado por el hongo Phytophthora
palmivora) y SPA-9 (autoincompatible, resistente a 1la
enfermedad Moniliasis, causada por el hongo Monilia roreri y
al "mal del machete" causado por el hongo Ceratocystis
fimbriata) (Morera, 1990; Lbépez, 1985; Enriquez, 1985; Leédn,
1987). Se utilizaron é&stos genotipos debido a que se pudo
contar con suficiente cantidad de &rboles y botones florales
disponibles para el estudio.

En todos 1los experimentos se utilizaron cinco anteras
por vial de 96 x 26 mm . Cada vial contuvo diez mililitros de
medio, y fue sellado herméticamente con "plastic Wrap" para
evitar contaminacién.

El medio utilizado fue el MS {Murashigque y Skoog, 1962).
Como solidificante del medio se usd siete gramos por litro de
agar.

Salvo en casos especificos, el medio se ajustd a un pH

de 6,70 * 0,01, pH adecuado para la embriogénesis somatica en
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cacao (Valverde, 1989; Aguilar, 1990). Todos los experimentos
fueron incubados en una céamara de crecimiento, a una
temperatura de 21°C * 2, con un fotoperiodo de 16 horas de
luz y una intensidad luminica de 3.000 lux.

La esterilizacién de los medios se hizo en autoclaves
Sterilmatic modelo STM-E, a una temperatura de 120°C, por 15
minutos, y una presién de 15 libras por pulgada cuadrada.

Las transferencias de material del campo hacia 1los
viales se hicieron en cémara de flujo laminar, con la ayuda
de microscopio estereoscopio.

Todos los medios fueron preparados con agua bidestilada.

Para 1la aplicacién de las dosis de reguladores de
crecimiento, previamente se hicieron soluciones madre de los
mismos.

Todos los botones florales fueron desinfectados con
hipoclorito de calcio (65,63% de ingrediente activo) al 1%
durante «c¢inco minutos, y lavados tres veces con agua
bidestilada estéril, previo a ser sembradas las anteras.

Se tomd datos de todos los experimentos cada mes, por un
periodo de dos y tres meses, segin el caso.

Para lograr los objetivos planteados se condujeron 13

experimentos y dos estudios.
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5.1. Estudio de la meiosis del cacao.

Con el objetivo de facilitar el montaje de posteriores
experimentos, se tratd de establecer una relacién entre el
tamaho de los botones florales y el estado meidtico de 1los
granos de polen.

Para determinar el estado meidtico, se colectaron
botones florales de ambos genotipos en estudio. Botones de
entre 1,0 y 7,0 mm de largo (20 por cada rango de longitud),
ejemplo: entre uno y dos mm, entre dos y tres mm, y asi
suscesivamente.

Una vez colectados los botones, se fijaron en una
solucién modificada de Carnoy (1:1:3; cloroformo: A&cido
acético glacial: etanol al 95% + 1 gota de FeCly) durante 4-8
dias, en una refrigeradora a 4°cC (Anonymous,' 1980). El1
percloruro de hierro (FeCli) permite degradar la exina de los
granos de polen, facilitando la observacién de los nilcleos en
los estados uninucleado y binucleado.

Posteriormente los botones se almacenaron a 4°C en
etanol al 70%, hasta que se observaron.

Con la ayuda de un estereoscopio, pinzas finas Y una
aguja de diseccidn, se extrajeron las anteras y se aplastaron
en un portaobjetos con una gota de colorante aceto carmin. Se

observaron a microscopio de luz a 400X.
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$.2. Efecto del hipoclorito de calecio sobre el control de

centaminantes de cultive.

Para evitar al méaximo la contaminacién de los cultivos
de anteras, y debido a gue no se encontrd ninguna referencia,
se hizo un experimento para determinar cuales eran las
condiciones minimas asépticas necesarias para conducir
experimentos posteriores.

Para éste experimento se utilizd un medio simple con
agar (7 g.l'1) y sacarosa (30 g.l"1). El desinfectante usado
fue hipoclorito de calcio comercial a la concentracién ya
descrita.

Se probaron siete tratamientos, consistentes en dos
concentraciones de hipoclorito de calcio (1 y 2%), cada uno
con tres tiempos de exposicidén (5, 10 y 15 minutos), mas un
tratamiento testigo (sin desinfectante). El1 ocbjetivo del
tratamiento testigo fue determinar la posibilidad de sembrar
sin ningin tipo de desinfectante, eliminando asi la
posibilidad de dafio a los granos de polen por el
desinfectante.

Antes de disectar los botones se lavaron tres veces en
agua bidestilada estéril.

El genotipo utilizado en éste experimento fue Catongo,
con granos de polen en estado uninucleado.

Por cada uno de los siete tratamientos se sembraron diez

viales con cinco anteras cada uno (haciendo un total de 50
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anteras por tratamiento), con polen inmaduro (botones de
entre tres y cuatro mm de largo).

A la semana de sembrado se hizo la lectura de porcentaje
de contaminacién. En otro ensayo similar se evalud el
porcentaje de sobrevivencia para cada tratamiento
inmediatamente despies de aplicado el desinfectante. E1
porcentaje de sobrevivencia se determind por medio de la
solucidén de Alexander (Anonymous, 19%0), la cual determina

por método colorimétrico la viabilidad del polen.

5.3. Efecto del genotipo, meiosis, luz, ANA, CIN, BA, pH,
sacarosa, carbon activado y algunas de sus posibles
interacciones, sobre la morfogénesis en anteras.

Con el objetivo de estudiar algunos factores que inciden
sobre la morfogénesis en anteras, se montaron seis
experimentos.

El andlisis de varianza se trabajdé con rangos, ordenando
todos los datos y teniendo en cuenta los empates, de acuerdo
con la metodologia propuesta por Conover e Iman (1981). Los
rangos se hicieron de la siguiente manera:

Rango 0 = Cero anteras desarrolladas.

Rango 1 = Una antera desarrollada.

Rango 2 = Dos anteras desarrolladas.

Rango 3 = Tres anteras desarrolladas.

Rango 4 = Cuatro anteras desarrolladas.

Rango 5 = Cinco anteras desarrolladas.

L}
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Los rangos se multiplicaron por 20 para obtener

porcentaje de formacidn de callos y luego, se ordenaron todas

las observaciones.

Los seis experimentos se describen a continuacién:

5.3.1. Efecto del genotipo, meiosis, 1luz, ANA, CIN, Yy sus
pesibles interacciones, sobre la morfogénesis en
anteras.

Para determinar cual era el mejor balance de los
reguladores de crecimiento, genotipo, estado meidtico del
grano de polen, luz, y sus posibles interacciones, sobre la
morfogénesis en anteras, se probaron 96 tratamientos,
resultantes de todas las combinaciones posibles de todos
los factores a todos sus niveles (Cuadro 1).

Cuadro 1. Factores en estudio y niveles probados de cada

factor. Experimento genotipo x meiosis x luz x
ANA X CIN.

FACTORES EN ESTUDIO NIVELES DESCRIPCION

GENOTIPOS 2 Catongo y SPA-9
CONDICIONES DE LUZ 2 luz y obscuridad

ESTADOS MEIOTICOS 2 tetrada y uninucleado 1
ANA 4 0,0; 0,5; 1,0y 1,5‘Fg.l‘
CIN 3 0,0; 0,1y 0,2 mg.l

Para la aplicacién de los reguladores de crecimiento
se hicieron soluciones madre poniendo 10 mg de ANA en 100
ml de agua bidestilada y 10 mg de CIN en 100 ml de agua

bidestilada. E1 ANA se disolvid en tres ml de etanol al
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95%. La CIN se disolvid en 3 ml de HCl 1 N + H»0
bidestilada.

El disefio experimental fue blogques al azar con arreglo
factorial 2 x 2 x 2 x 4 x 3, con 10 repeticiones por
tratamiento y cinco anteras por repeticién. Existié 1la
limitante de no poder hacer mds de 100 viales por dia, por
lo que se hicieron 96 diarios, constituyendo un blogue.
Estos cubrieron los 48 tratamientos de cada genotipo. Se
trabajé 10 dias en la fase de sembrado de anteras.

Cuando se encontrd interaccidén ANA x CIN, se ajustd

una superficie de respuesta (Haaland, 1989).

5.3.2. Efecto del genotipo, ANA y CIN sobre la morfogénesis

en anteras.

Con el objetive de tratar de inducir morfogénesis en
las anteras de cacao y ampliar la informacidn obtenida en
el primer experimento sobre niveles de ANA y CIN, se montd
otro experimento, probando cinco niveles de ANA (0,5; 1,0;
1,5; 2,0 y 2,5 mg.Iq), cinco niveles de CIN (0,2; 0,4;
0,6; 0,8 y 1,0 mg.171) en todas las combinaciones posibles,
para los dos genotipos estudiados.

El disefio empleado fue blogues al azar, con arreglo
factorial 2 x 5 x 5 de los tratamientos, haciendo un total
de 50 tratamientos, cada uno repetido cinco veces., Cada
blogue 1lo¢ constituyé un dia de trabajo, en el cual se

sembraron 50 tratamientos.
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5.3.3. Efecto del genotipo, meiosis, ANA y BA sobre 1la

morfogénesis en anteras.

Con el objetivo de tratar de inducir morfogénesis en
las anteras de cacao, se probaron 48 tratamientos,
consistentes en cuatro niveles de BA (0,0; 1,5; 3,0 y 4,5
mg.l”1), tres niveles de ANA (0,0; 1,0 y 2,0 mg.1'1), dos
genotipos (Catongo y SPA-9) y dos estados meidticos de cada
genotipo (tetrada Yy uninucleado), en todas sus
combinaciones posibles.

La solucidn madre de BA se hizo con 18,75 mg en 100 ml
de agua bidestilada. La solucién madre de ANA se hizo con
12,5 mg en 100 ml de agua bidestilada. La BA se digolvid en
tres ml de KOH 1 N + H,0 bidestilada.

El disefio empleado fue blogues al azar, con los
tratamientos en arreglo factorial 4 x 3 x 2 x 2. Cada

tratamiento se repitié seis veces. Un blogque lo constituyd

un dia de trabajo, en el cual se hicieron 48 tratamientos.

5.3.4. Efecto del genotipo y pH sobre la morfogénesis en

anteras.

Con el objetivo de inducir morfogénesis en anteras, se
probaron seis niveles de pH (3,7; 4,7; 5,7; 6,7; 7,7 ¥y
8,7), con los genotipos Catongo y SPA-9.

El genotipo Catongo se utilizd en el estado meidtico

de tetrada, con 1,0 mg.l”? de ANA y 0,1 mg.171 de CIN. El
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genotipo SPA-9 se utilizd en estade meidtico uninucleado,
con 1,0 mg.l.“‘I de ANA y 0,2 mg.1“1 de CIN, siendo 1las
mejores condiciones para la formacidén de callo para cada
genotipo, segiin experimentos previos.

El disefio empleado fue blogques al azar, con arreglo de
los tratamientos en un factorial 2 x 6, haciendo un total
de 12 tratamientos, cada uno repetido 10 veces, Yy cada

repeticidén se considerd como un blogque.

5.3.5. Efecto 4el genotipo y sacarosa sobre la morfogénesis

en anteras.

Con el objetivo de inducir morfogénesis en anteras, se
probaron seis niveles de sacarosa (0, 30, 60, 90, 120 y 150
g.l"1), con los genotipos Catongo y SPA-9.

El genotipo Catongo se utilizé en el estado meidtico
de tetrada, con 1,0 mg.l“T de ANA y 0,1 mg.1“1 de CIN. E1
genotipo SPA-9 se utilizdé en estado meidético uninucleado,
con 1,0 mg.1f1 de ANA y 0,2 mg.l“1 de CIN, siendo las
mejores condiciones para la formacién de callo para cada
genotipo, segln experimentos previos.

El disefio empleado fue bloques al azar, con arreglo de
los tratamientos en un factorial 2 x 6, haciendo un total
de 12 tratamientos, cada uno repetidoc 10 veces. Cada blogue

1o constituyd una repeticidn.
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5.3.6. Efecto del genotipo y carbén activado sobre la

morfogénesis en anteras.

Con el objetivo de inducir morfogénesis en anteras, se
probaron cuatro niveles de carbén activado (0,00; 0,25;
0,50 vy 0,75 g.lq), cada uno con los genotipos Catongo y
SPA-9.

El genotipo Catongo se utilizé en el estado meidtico
de tetrada, con 1,0 mq.l“'1 de ANA y 0,1 mg.l’1 de CIN. El
genotipo SPA-9 se utilizé en estado meidético uninucleado,
con 1,0 mq.l“1 de ANA y 0,2 mg‘l"1 de CIN, siendo las
mejores condicicnes para la formacibén de callo para cada
genotipo, segin experimentos previos.

El disefio empleado fue bloques al azar, con arreglo de
los tratamientos en un factorial 2 x 4, haciendo un total
de ocho tratamientos, cada uno repetideo cinco veces. Cada

blogue lo constituyd una repeticidn.

5.4. Estudio del origen de los callos.

Con el objetivo de saber si los callos se originan de la
pared de la antera,'en cuyo caso los callos serian diploides
(2n); o si se originan a partir de un grano de polen
inmaduro, en cuyo caso serian callos haploides (n), se hizo
un estudio, dividido en dos partes: en la primera, se
sembraron 500 anteras en 100 viales. Se utilizé el medio MS

(Murashigue y Skoog, 1962), suplementado con 46,7 ghr1 de
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sacarosa, 0,2 mg.l“1 de CIN y 1,0 mg.l‘1 de ANA. Las anteras
sembradas provenian del genotipo SPA-9, en estado meidtico
uninucleado, y se incubaron en obscuridad. Se hicleron
nuestreos, colectandose 20 anteras cada cuatro dias. En la
segunda, se sembraron 100 anteras en 20 viales de cada uno de
los cuatro tratamientos siguientes: primero, genotipo
Catongo, con microsporas en estado meidtico de tetrada, con
un medic MS suplementado con 0,5 mg.l“1 de ANA, 0,2 mg.l“1 de
CIN, 45,2 g.l"‘l de sacarosa y pH ajustado a 6,6; segundo,
genotipo Catongo, con microsporas en estado meidtico
uninucleado, con un medio MS suplementado con 1,% mq.l"E de
ANA, 0,19 mg.l”1 de CIN, 45,2 g.1f1 de sacarosa y pH ajustado
a 6,6; tercero, genotipo SPA-9, con mnicrosporas en estado
meidtico de tetrada, con un medio MS suplementado con 1,2
mg.1"1 de ANA, 0,14 mg.1"! de CIN, 46,7 g.1"! de sacarosa y pH
ajustado a 5,9; cuarto, genotipo SPA-9, con microsporas en
estado meidtico uninucleado, con un medio MS suplementado con
2,5 mg.‘l'1 de ANA, 0,2 mg.l’1 de CIN, 46,7 g.l'1 de sacarosa y
pH ajustado a 5,9. Se tomaron 15 muestras al azar de anteras
con callo, de cada tratamiento. Las anteras se colocaron en
agar al 2% para facilitar su manejo posterior en la
infiltracidén con parafina. Luego de la infiltracién se
procedid a una tincién cuddruple de las laminas (detalles en
Cuadro 173).

Se hicieron cortes de las anteras, de nueve nicras de
grosor, con un micrétomo. Los cortes se observarcon al

microscopio de luz a 400x.
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5.5. Efecto de la CIN, 2ZEA, ANA y BA sobre la organogénesis

en calloy.

Con el objetivo de inducir embriogénesis u organogénesis
sobre callos provenientes de anteras de cacao, se montaron

tres experimentos, los cuales se describen a continuacién:

5.5.1. Efecto de la CIN y ZEA sobre la organogénesis en

callos.

Del experimento donde se estudid la influencia del
genotipo, estado meidtico de los granos de polen, luz, ANA
y CIN, se produjeron callos, los cuales fueron transferidos
a diferentes medios, consistentes en diferentes
combinaciones de niveles de CIN y ZEA. Se probaron cuatro
niveles de CIN y ZEA o sea respectivamente CIN: 0,0; 0,5;
1,0 y 1,5 mg.l''; y ZEA: 0,0; 0,5; 1,0 y 1,5 mg.1’!,
haciendo un total de 16 tratamientos. Cada tratamiento se
repitid 50 veces, consistiendo cada repeticién en un vial
con un callo. Se considerd el tratamiento anterior de cada
callo como una covariable.

La edad de los callos al ser transferidos era de dos
meses, contados a partir del dia gque se sembraron las
anteras. Los callos se empezaron a visualizar a partir de
un mes de haber sido sembradas las anteras.

El disefio empleado fue bloques al azar, con arreglo

factorial 4 x 4 de los tratamientos, haciendo un total de



16 tratamientos, cada uno repetido 50 veces. Cada blogque lo
constituyd un dia de trabajo, en el cual se sembraron 10

repeticiones.

§.5.2. Efecto del ANA y CIN sobre la organogénesis en

callos.

En éste experimento se probaron nueve tratamientos,
consistentes en la combinacidn de tres niveles de ANA (0,5,
1,0, v 1,5 mg.1'1), con tres niveles de CIN (0,5; 1,0 y 1,5
mg.l"1). Las soluciones madre se hicieron poniendo 12,5 mg
de ANA en 100 ml de agua bidestilada y 12,5 mg de CIN en
100 ml de agua bidestilada.

Los callos empleados provenian del experimento de
genotipo x ANA x CIN (factorial 2 x 5 x 5).

El disefic empleado fue bloques al azar, con los
tratamientos en arreglo factorial 3 x 3. Cada tratamiento

se repitié 50 veces. Un blogue lo constituyd el tratamiento

previo del cual provenian los callos.

5.5.3. Efecto de la BA y ANA sobre la organogénesis en

calles.

En éste experimento se probaron nueve tratamientos,
consistentes en la combinacidén de tres niveles de BA (1,5;
3,0 y 4,5 mg.l"}) con tres niveles de ANA (0,5; 1,0 y 1,5

mg.l’1). Las soluciones madre se hicieron poniendo 18,75 mg
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de BA en 100 ml de agua bidestilada y 12,5 mg de ANA en 100
ml de agua bidestilada.

Los callos empleados en éste experimento fueron
producidos con el genotipo SPA-9 en estado meilético
uninucleado, 1,0 mg.l"i de ANA y 0,2 mg.l"1 de CIN.

Se empled un disefio completamente al azar, con 1los
tratamientos en arreglo factorial 3 x 3. Cada tratamiento

se repitid 50 veces.

5.6. Efecto de la ZEA, GA3, ABA, ANA y CIN sobre el estable-

cimiento de suspensiones celulares a partir de callos.

Con el objetivo de tratar de establecer suspensiones
celulares y en ellas inducir embriogénesis, a partir de
callos provenientes de anteras de cacao, se hicieron tres
experimentos descriptivos, debido a gque no se contaba con
suficiente espacio en los agitadores orbitales para poder
hacer réplicas.

Los callos empleados en éstos experimentos fueron
producidos con el genotipo SPA-9 en estado meidtico
uninucleado, en un medio MS suplementado con 1,0 mg.l“1 de
ANA y 0,2 mg.11 de CIN.

Cada tratamiento se colocdé en Erlenmeyers de 50 ml de
capacidad, con 20 ml de medio cada uno. El medioc empleado fue
el MS (Murashigue y Skoog, 1962). Previo a ser autoclavado,

el pH del medio se ajustd a 5,90 * 0,01.
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Los agitadores orbitales se ajustaron a 110 revoluciones
por minuto las primeras tres semanas, y de alli en adelante
se ajustd a 80 revoluciones por minuto.

ILa lectura de la respuesta se hizo en forma objetiva,
calificadndose la produccidén de células en tres categorias:
buena (abundante separacién de células de los callos,
llegando a ponerse densa la suspensién, y buena divisidn
celular), regular (con alguna separacién de células de los
callos y alguna divisién celular) y mala (muy pocas o ninguna
células separadas de los callos, sin divisién celular).

Los experimentos se observaron durante dos meses,
cambidndoles a medio fresco cada semana (a partir de 1la
guinta semana, debido a gque en las primeras semanas la
proliferacidén y divisién celulares fue muy escasa y no se
considerd necesario, y se dqueria también evitar al miximo la
manipulacién de los frascos, pués se contaminan con suma
facilidad y no se contaba con repeticiones) y filtrando las
suspensiones muy densas, haciéndolas pasar por una malla de
metal con orificios de 50 micras de ancho. Al mes de la

transferencia de 1los callos, se tomaron muestras de las

suspensiones para hacer observaciones histolégicas.

5.6.1. Efecto de la ZEA y GAj sobre el establecimiento de

suspensiones celulares a partir de callos.

En éste experimento se probaron 12 tratamientos,

consistentes en la combinacién de tres niveles de GAx (0,0;
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1,0 y 2,0 mg.1"') con cuatro niveles de ZEA (0,0; 0,5; 1,0
y 1,5 mg.lJ). Las soluciones madre se hicieron poniendo
6,25 mg de GA3 en 250 ml de agua bidestilada y 6,25 mg de
ZEA en 250 ml de agua bidestilada. E1 GAq y la ZEA se
disolvieron en tres ml de etanol al 95% + Hp0O bidestilada.
En éste experimento se empled un arreglo factorial 3 x

4 de los tratamientos.

5.6.2. Efecto de la ZEA y ABA sobre el establecimiento de

suspensiones celulares a partir de callos.

En éste experimento se probaron 12 tratamientos,
consistentes en la combinacidn de tres niveles de ABA (0,0;
1,0y 2,0 mg.l‘1) con cuatro niveles de ZEA (0,0; 0,5; 1,0
y 1,5 mg.lq). Las soluciones madre se hicieron poniendo
6,25 mg de ABA en 250 ml de agua bidestilada y 6,25 mg de
ZEA en 250 ml de agua bidestilada. E1l ABA se disolvié en
tres ml de KOH 1 N + Hp0 bidestilada.

En éste experimento se aplicd un arreglo factorial 3 x

4 de los tratamientos.

5.6.3. Efecto del ANA y CIN sobre el establecimiento de

suspensiones celulares a partir de callos.

En éste experimento se probaron 32 tratamientos,
consistentes en cuatro niveles de ANA (0,0; ©¢,5; 1,0 ¥ 1,5

mg.Jf1) y ocho niveles de CIN (0,00; 0,25; 0,50; 0,75;
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1,00; 1,25; 1,50 vy 1,75 mg.1“1), en todas las combinaciocnes
posibles. Las soluciones madre se hicieron poniendo 6,25 mg
de ANA en 250 ml de agua bidestilada y 6,25 mg de CIN en
250 ml de agua bidestilada.

En éste experimento se aplicd un arreglo factorial 4 x

8 de los tratamientos.

5.7. Disehos experimentales y estadistica.

La mayoria de los experimentos se hicieron con un disefio
de blogues al azar, con los tratamientos en arreglo factorial
{Steel y Torrie, 1985). Los factores variaron entre dos y
cinco. A continuacién se dd el modelo lineal general cuyo
esquema fue similar para todos los experimentos, con ligeras

variantes en el nimero de factores estudiados.

$.7.1. Modelo lineal.

El modelo lineal general y el andlisis de varianza
(Cuadro 2) para la mayoria de los experimentos y para una
observacidén fue el siguiente (se ilustra como ejemplo el

caso para tres factores en estudio):

Yijkl = & + 03 + ﬁj + By + 01 +(M)]k + (ﬁé)jl + (BO)x1 +

(A80) k1 + Yijka-
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Donde:
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L-ésima observacidén registrada para la
ijk-ésima celda.

Media general.

Efecto del i-ésimo bloque

Efecto del j-ésimo nivel del factor A.
Efecto del k-&simo nivel del factor B.
Efecto del l-ésimo nivel del factor C.
Efecto de la interaccidén del j-ésimo
nivel del factor A con el k-é&simo nivel
del factor B.

Efecto de la interaccidn del j-é&simo
nivel del factor A con el l-ésimo nivel
del factor C.

Efecto de la interaccién del k-ésimo
nivel del factor B con el l1l-&simo nivel
del factor C.

Efecto de la interaccidén del j-ésimo
nivel del factor A con el k-&simo nivel
del factor B y el l-ésimo nivel del
factor C.

Error aleatorio asociado a la ijkl-ésima

observacién.

Cuadro 2., Andlisis de varianza general para todos los expe-
rimentos, dependiendo del nimero de factores es-
tudiados (ejemplo con tres factores).

Todos

F.V. G.L.
blogues r-1
A a-1
B b-1
c c-1
AB (a=~1) (b-1)
AC (a-1) (c-1)
BC (b-1) (c-1)
ABC (a=-1) (b-1) (c-1)
Error (r-1) (abc-1)
TOTAL (rabc~1)
los andlisis de wvarianza, regresiones

y

superficies de respuesta se hicieron con 1la ayuda del

“goftware"

estadistico SAS (1985). Los graficos

elaboraron con el “software Harvard Graphics".

se
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En la mayoria de los casos, cuando los coeficientes de
variacién eran muy elevados, los andlisis de wvarianza se
hicieron previamente transformando los datos por medio de
rangos, ordenando todos los datos y teniendo en cuenta los
enmpates (Conover e Iman, 1981). Esto se hizo para gque los
datos se ajustaran a una distribucién normal. Para hacer
esto se utilizd el procedimiento RANK de SAS.

Cuandeo el efecto principal de los tratamientos con
niveles cuantitativos fue significative, se hizo un
andlisis de regresidn, con el fin de obtener ecuaciones de
predicecidn para ajustar las curvas correspondientes. Para
ésto se utilizé el procedimiento GLM de SAS. Por otro lado,
cuando el efecto de 1las interacciones entre dos factores
con niveles cuantitativos fue significativo, se utilizd un
proceso de ajuste empleando superficies de respuesta
(Haaland, 1989). Para elle se utilizd el procedimiento
RSREG de SAS.

Cuando se tuvieron datos perdidos por contaminacién se
utilizdé la suma de cuadrados tipo III de SAS, para ajustar
las sumas de cuadrados por el nimero diferente de
observaciones (datos desbalanceados) y todas las medias se
ajustaron por medio de minimos cuadrados (procedimiento

LSMEANS de SAS).
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES.

6.1. Estudio de la meiosis del cacao.

Los resultados obtenidos del estudio de la meiosis del
cacao se resumen en el Cuadro 3.

Estos resultados permiten determinar en forma indirecta
el estado meidtico de 1los botones florales (Figura 1),
mediante la medicién de la longitud del botdn floral, sin
necesidad de hacer una observacién al microscopio cada vez
gque se tenia que sembrar una antera. Estos resultados fueron
muy Gtiles en los experimentos montados posteriormente, sin
embargo no se deben considerar fijos y UGnicos, pues dependen
de muchos factores, tales como: genotipo y condicién
fisiolégica de 1la planta. Esta fGltima depende de varios
factores como temperatura ambiental, precipitacién, época del
afio, dafioc de plagas y enfermedades, y condiciones
nutricionales de 1la planta, entre otros. Por lo que se
recomienda repetir éste estudio cada vez gue se vaya a montar
un experimento en el gque se involucre el estado meidtico de

las microsporas.
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Cuadro 3. Relacidn entre longitud del botén floral y el esta
do meidtico de los granos de polen, para 1los dos
genotipos en estudio.

GENOTIPO LONGITUD DEL BOTON ESTADO MEIOTICO DE
FLORAL (mm) LA MICROSPORA
CATONGO 2,0 - 2,5 TETRADA
3,0 - 5,0 UNINUCLEADO
> 6,0 BINUCLEADO
SPA-9 2,0 TETRADA
2,5 - 4,0 UNINUCLEADO
> 5,0 BINUCLEADO

6.2. Efecto del hipoclorito de calcio sobre el contrel de

contaminantes de cultivo.

Los resultadeos de éste experimento se muestran en la
Figura 2, en la cual se consideran como contaminantes en
condiciones in vitro tanto los hongos como las bacterias.

Se puede apreciar que el mejor tratamiento fue el de aplicar
el hipoclorito de calcio al 1% durante cinco minutos, ya que,
si bien es cierto que otros tratamientos tuvieron igual
efecto, 1la menor concentracidén durante el menor tiempo de
exposicién tiene mayores posibilidades de causar menor dafio a
las microsporas, por lo gque se considerd como el mas
adecuado. Es importante hacer notar gque éste tratamiento
finicamente controld los hongos y bacterias que se encuentran
en la superficie de 1los botones florales, no asi las
bacterias que se pueden encontrar dentro de las anteras, por

lo gque no se pudo lograr un 100% de tejidos sanos.
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Figura 2. Estudio de concentraciones de hipoclorito de
calcio y tiempo de exposicién para controlar
contaminacion del medio de cultivo.

Pruebas posteriores sumergiendo botones en etanol al 70%
durante un minuto, mostraron resultados similares a los
obtenidos con el hipoclorito de calcio al 1% durante cinco
minutos, siendo ma&s practico el uso de etanol, Y
probablemente menos téxico para las microsporas.

La prueba con el colorante de Alexander mostrd que los

granos de polen inmaduro no sufrian ningtn dafio.

6.3. Efecto del genotipo, meiosis, 1luz, ANA, CIN, BA, pH,
sacarosa, carbdén activado y algunas de sus posibles
interacciones, sobre la morfogénesis en anteras.

Con el objetivo de estudiar algunos factores gue inciden

en la morfogénesis sobre anteras de cacao, se montaron seis
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experimentos, de los cuales se describen a continuacién sus

resultados:

6.3.1. Efecto del genotipo, meiosis, luz, ANA, CIN, y sus
posibles interacciones, sobre la morfogénesis en
anteras.

El andlisis de varianza de éste experimento (Cuadro 4)
detectd diferencias significativas entre blogques, ANA, CIN,
luz, interaccidén ANA x CIN, e interaccién meiosis x
genotipo.

En éste experimento se logrd la formacién de callos a
partir de anteras (Figura 3), en el 44% de los 96
tratamientos probados.

La superficie de respuesta de la interaccién ANA x CIN,
através de dos genotipos, dos estados meidticos de las
microsporas y dos condiciones de luz, se ilustra en la
Figura 4. Se observa una tendencia de mayor respuesta con
valores mayores de CIN y ANA, evidenciando la necesidad de
probar niveles més altos de los dos reguladores de
crecimiento, para observar su comportamiento.

No se encontraron diferencias entre genotipos, lo cual
evidencia la posibilidad de lograr callos en otros.

Se detecté una interaccidn entre el genotipo y el estado
meidtico de los granos de polen, siendo el estado meidtico
de tetrada el de mayor respuesta en el genotipo Catongo,

mientras que con el genotipo SPA~9 la mayor respuesta se



Cuadro 4. Andlisis de variangza para la variable formacidn
de callo, a los 60 dias de incubacidn. Experi-
mento genotipo x meiosis x luz X ANA x CIN.

FV GL cM
BLOQUE 9 9,182::
ANA 3 205,059}
Lineal 1 4500772
Cuadréatica 1 1654612
Citbica 1 256789::
CIN 2 509,180
Lineal 1 8376064
Cuadratica 1 2163710
ANA x CIN 6 52,876
MEIOSIS 1 6,017
ANA x METOSIS 3 1,386
CIN x METOSIS 2 1,857
ANA x CIN x MEIOSIS 6 1,072
GENOTIPO 1 0,733
ANA x GENOTIPO 3 0,139
CIN x GENOTIPO 2 0,486
ANA x CIN x GENOTIPO 6 0,244,
MEIOSIS X GENOTIPO 1 19,545
ANA x MEIOSIS X GENOTIPO 3 4,416
CIN x MEIOSIS X GENOTIPO 2 4,639
ANA X CIN x METOS x GENOTT 6 2,042,
LUZ 1 12,396
ANA x LUZ 3 1,272
CIN x LUZ 2 3,544
ANA x CIN x LUZ 6 0,691
MEIOSIS x LUZ 1 3,133
ANA x MEIOSIS x LUZ 3 1,454
CIN x MEIOSIS x LUZ 2 0,784
ANA x CIN x MEIOSIS x LUZ 6 0,919
GENOTIPO x LUZ 1 0,012
ANA X GENOTIPO x LUZ 3 1,887
CIN x GENOTIPO X LUZ 2 0,797
ANA x CIN x GENOTIPO x LUZ 6 1,697
MEIOSIS x GENOTIPO x LUZ 1 0,380
ANA x MEIOS X GENOTI x LUZ 3 1,876
CIN x MEIOS x GENOTI X LUZ 2 5,202
ANA x CIN x MEI x GENO x LUZ 6 1,303
ERROR 751 2,1655

TOTAL 855

CV = 34% (Datos transformados por rangos)
* (P<.05)
**(P<.01)



Figura 3. Ilustracidn de una antera, de la cual
a formar un callo.
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obtiene con el estado meidtico uninucleado (Figura §). La
mayoria de la literatura reporta mayores respuestas en el
estado meidtico uninucleado y pocas veces en los estados
tetrada y binucleado (Chu, 1982). De acuerdo con Sunderland
(1979), 1los genotipos Catongo y SPA-9 caerian en las
categorias de especies premitdticas Yy mitéticas,
respectivamente. Parece ser due existe un mecanismo
genético en cada genotipo que hace gue a determinado estado
de desarrollo de la microspora responda al estimulo de los
reguladores del crecimiento. Es menos probable gque las
células de la pared de la antera tengan una diferenciacién
mids rapida que las microsporas, y por lo tanto el cambio en
la respuesta parece depender mas del estado de desarrollo
de las microsporas que del estado de diferenciacidén de las
células de la pared. Por lo tanto, ésto sugiere una mayor
probabilidad de gque el origen de los callos sea la
microspora y no células de la pared de la antera.

Se encontrd una mayor respuesta al incubar las anteras
en obscuridad (Figura 6) dgque con luz (17,0 y 14,1% de
formacién de <callo, respectivamente). Estos resultados
coinciden con los obtenidos por Valverde (1989) y Aguilar
(1990) en embriogénesis somética en cacao. En nmuchos
cultivos la luz es necesaria para la induccidn
androgenética (Vasil, 1980), pero de acuerdo con los
resultados para cacao parece gue No es necesaria.

Debido a que la interaccidn CIN x meiosis X genotipo X

luz fue casi significativa, se decidid hacer ocho superfi--
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cies de respuesta de ANA x CIN, una para cada combinacidn
de genotipo x meiosis x luz (Figuras 7 y 8), é&stas permiten
llegar a predecir méds ré&pido los niveles 6ptimos de cada
factor cuya respuesta es maxima, a la vez que sirven de
base para futuros trabajos. Para el genotipo Catongo se
detectd gue la mayor respuesta (alrededor del 41%} se
consiguié en el estado meibético de tetrada, incubado en
obscuridad, con 1,5 mg.l“1 de ANA y 0,20 mg.].‘1 de CIN
(Figura 7.B.). También se observé la posibilidad de una
mayor respuesta con niveles mds altos de ANA y CIN. Para el
genotipo SPA-9 se observd lo mismo, con la Gnica diferencia
que la mayor respuesta se obtiene en el estado meidtico
uninucleado (Figura 8.D.). En todos los casos se observa
gque para lograr un buen porcentaje de callos es necesaria
la presencia de  ambos reguladores de crecimiento
(interaccién ANA x CIN).

Debido a gque en éste experimento se necesitaron 960
viales, y que no se disponia de un refrigerador 1o
suficientemente grande para almacenar el medio de cultivo
mientras se sembraban, se guardaron en la misma camara de
crecimiento bajo condiciones de luz. Para determinar si
existia diferencias entre el porcentaje de callos
producidos segln los dias transcurridos de la preparacidn
de los medios, se hizo una grafica para determinar 1la
influencia de las condiciones de almacenamiento (Figura 9),
en la que se observd que no influyeron las condiciones de

almacenamiento, tal y como se esperaba.
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De los 960 viales que se utilizaron se contamind el

(=]

9,2%, cifra que se considera aceptable.

6.3.2. Efecto del genotipo, ANA y CIN sobre la morfogénesis
en anteras.

El anadlisis de varianza del experimento (Cuadro 5)
detectd diferencias significativas entre genotipos a
diferencia del experimento de genotipo x meiosis x luz x
ANA X CIN (Cuadro 4). A pesar de que hubo diferencias en
respuesta entre genotipos, existe la posibilidad de
encontrar una respuesta similar en otros genotipos, pues
ambos genotipos produjeron callos en buena cantidad (54 y

82% de callos para Catongo y SPA-9, respectivamente). La
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diferencia en respuesta de los dos experimentos puede
deberse a gue en el primer experimento se probaron niveles
menores de reguladores, mnientras gque en el segundo se
probaron niveles mucho mayores, y el genotipo SPA-9
responde a niveles altos de ANA y CIN, mientras que el
genotipo Catongo también responde, pero en una menor

medida.

Cuadro 5. Andlisis de varianza para la variable formaciodn
de callo a los 60 dias de incubacidn. Experimento
genotipo X ANA x CIN.

¥V GL CM
BLOQUES 4 1170**
GENOTIPO 1 72932
ANA 4 838
Lineal 1 2309
Cuadratica 1 577*
Clibica 1 13123
Grado Cuarto 1 3718
GENOTIPO x ANA 4 922**
CIN 4 1800*
Lineal b3 18526
Cuadratica 1 4876
Cibica 1 8887
Grado Cuarto 1 6583
GENOTIPO x CIN 4 108
ANA x CIN 16 639
GENOTIPO x ANA x CIN i6 643
ERROR 196 520
TOTAL 249
CV = 41% (Datos sin transformar)
*({P<,05)
%% (P<.01)

El andlisis no detecté ninguna interaccién entre ANA y
CIN, ni diferencias entre niveles de ANA, ésto significa

gue posiblemente se deben aplicar dosis més grandes de ANA
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para obtener respuestas mayores. E1 anédlisis detectd
diferencias entre niveles de CIN, lo cual evidencia que en
éste experimento uno de los factores més importantes fue la
CIN.

Debido a gque se deseaba conocer la respuesta de la
interaccién ANA x CIN para cada genotipo, se hizo una
superficie de respuesta para cada uno (Figura 10). La
maxima respuesta del genotipo Catongo (alrededor del 54%,
Figura 10.A.)}, en lo que a formacidn de callo se refiere,
se obtuve con 0,5 mg.l"‘I de ANA y con 0,2 mg.l“1 de CIN,
correspondiendo muy bién con los resultados obtenidos en el
experimento genotipo x meiosis x luz x ANA x CIN (Figura
7.B.). Niveles superiores de cualguiera de los dos
reguladores causa una baja en la formacién de callos,
posiblemente debido a toxicidad por exceso del regulador.
La mixima respuesta del genotipo SPA-9 (alrededor del 82%,
Figura 10.B.), se logrd con 2,5 mg.l"1 de ANA y 0,20 mg.l
1 de cIN. Existe 1la posibilidad de aumentar la formacidn de
callos aumentando un poco méas el nivel de ANA. Las gréficas
10.B. y 8.D. no coinciden exactamente debido a la
variabilidad de 1los datos medido por su coeficiente de
variacién (Cuadros 11A y 93), sin embargo lo importante es
observar las tendencias y predecir los niveles de
reguladores de crecimiento que dan la maxima respuesta.

En general, se puede decir gue el genotipo SPA~9
soporta o responde mejor a niveles més altos de auxina que

el genotipo Catongo, probablemente debido a que Catongo pro
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duce mas auxinas en forma enddgena que SPA-9.

En éste experimento no se tuvo ninguna contaminacién.

6.3.3. Efecto del genotipo, meiosis, ANA y BA sobre la
morfogénesis en anteras.

El anadlisis de varianza de éste experimento {Cuadro 6)
detectd diferencias significativas entre genotipos,
produciendo el genotipo SPA-9 4,2% mads callos que el
genotipo Catongo (Figura 11) a diferencia del experimento
hecho con ANA y CIN, en el cual no hubo diferencias entre
genotipos (Cuadro 5), é&sto nos dice que es mejor utilizar
combinaciones de ANA y CIN, que combinaciones de ANA y BA,
ya que en la primera combinacién no hay diferencias entre
genotipos, mientras‘que en la segqunda si hay. Ademds, la
respuesta con ANA y CIN en términos generales es mayor que
con ANA y BA. Las diferencias entre éstos dos experimentos
puede deberse también a que en el experimento con BA se
utilizaron niveles mucho més altos de reguladores que en el
experimento con CIN.

Se encontré interaccién entre genotipo x meiosis,
respondiendo mejor el genotipo Catongo en estado meiético
de tetrada, mientras que el genotipo SPA-9 responde mejor
en estado uninucleado (Figura 12), el comportamiento fue
igual que en el experimento con ANA y CIN (Figura 5).

También se encontraron diferencias significativas

entre niveles de BA y entre niveles de ANA. Finalmente, se



detectd una interaccidn triple entre genotipo x BA x ANA,
para cuyo andlisis e interpretacidén se hizo una superficie
de respuesta entre BA y ANA para cada genotipo (Figura 13),
las cuales permiten predecir los niveles o&ptimos de los
reguladores para una respuesta mdxima, a la vez que sirven
Cuadro 6. Andlisis de varianza para la variable porcentaje

de formacidén de callo a los 90 dias de incuba~=--
cién. Experimento genotipo x meiosis X ANA x BA.

FV GL cM
BLOQUES 5 4380
GENOTIPO 1 11316
MEIOSIS 1 15
GENOTIPO x MEIOSIS 1 18804 %
BA 3 9265*
Lineal 1 6
Cuadritica 1 5767
Cibica 1 21740**
GENOTIPO x BA 3 5442
METOSIS x BA 3 1274
GENOTIPO x MEIOSIS x BA 3 2375
ANA 2 328449
Lineal 1 388933**
Cuadratica 1 262256**
GENOTIPO x ANA 2 2873
MEIOSIS x ANA 2 142
GENOTI x MEIOSIS x ANA 2 3899
BA x ANA 6 2835
GENOTIPO X BA X ANA 6 6346"
MEIOSIS x BA x ANA 6 2809
GENO x MEIO x BA x ANA 6 1566
ERROR 224 3028
TOTAL . 276

CV = 40% (Dateoe transformados por rangos)
* (P<.05)
*% (P<,01)
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de base para trabajos futuros.

De acuerdo con la superficie de respuesta los valores
maximos de formacién de callo para el genotipo Catongo
(Figura 13.A.), se consiguen aplicando dGnicamente 1,37
mg.l"1 de ANA, no observéndose ninguna interaccién ANA x
BA, mientras que para el genotipo SPA-9 (Figqura 13.B.) la
maxima respuesta se consigue aplicande 1,25 mg.l"‘I de ANA +
2,50 mg.l“‘I de BA, en cuyo caso si hay interaccidén entre
ANA y BA. Se puede decir gque existe un comportamiento
diferente segln sea el genotipo, el nivel de ANA y el nivel
de BA. Existe un mecanismo regulado genéticamente que hace
gue la respuesta sea diferente seglin sean los niveles de
ANA y BA. En general, se puede decir que el genotipo SPA-9
tolera niveles mads altos de citocinina que Catongo, al
igual gque en el experimento genotipo x ANA x CIN,
probablemente debido a gue Catongo produce enddgenamente
citocininas.

No estd deméds aclarar que las superficies de respuesta
tienen coeficientes de variacién altos de 28 a 154%
(Cuadros 1A al 13A) y por lo tanto hay que interpretarlas
con cierta reserva o cuidado, pero son {itiles para predecir
niveles o&ptimos de combinaciones de reguladores de
crecimiento, con cierto mdrgen de error.

En éste experimento se tuveo 3,8% de contaminacién de

los 288 viales sembrados, el cual se considera aceptable.
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6.3.4. Efecto del genotipo y niveles de pH sobre 1la
morfogénesis en anteras.

El andlisis de varianza del experimentc (Cuadro 7)
detectd diferencias significativas entre genotipos, niveles
de pH y una interaccién genotipo x pH, razén por la que se
hizo un andlisis de regresién para pH hasta de grado cinco,
ya que se probaron seis niveles de pH y por lo tanto se
cuenta con cinco grados de 1libertad, para cada genotipo.
Con ésto se buscd la ecuacidédn de regresién que ajustara
mejor el comportamiento de los datos, a la vez gque permite
predecir el nivel 6ptimo para la méxima respuesta, y sirve
de base para trabajos futuros. Se presentan los andlisis de
regresidén s0lo hasta el grado que fueron significativos
(Cuadros 8 v 9).

Cuadro 7. Andlisis de varianza para la variable porcentaje

de formacidén de callo a los 60 dias de incuba
cién, através de dos genotipos. Experimento geno

tipo x pH.
FV GL CM
BLOQUES 9 507,05,
GENOTIPO 1 8551,41**
pH 5 14307,17
Lineal i 690,21**
Cuadratica 1 69660,19"
Cdbica 1 59,29
Grado Cuarto 1 135,04
Grado Quinto 1 991,12*
GENOTIPO ¥ pH 5 996,14
ERROR 99 437,65
TOTAL ilse

CV = 35% (Détos transformados por rangos)
*(P<.05)
*%(P<,01)
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Cuadro 8. Andlisis de varianza de la regresidén de porcenta
je de calles formados sobre pH del medio, Y sus
respectivas constantes (8), para el genotipo Ca
tongo, a los 60 dias de incubacidén. Experimento
genotipo x pH.

FV GL cM B % (0§

pH 5 * %

LINEAL 1 6865,5 -31,1910 + 7,7350
CUADRATICA 1 11119,7 12,4847 + 2,4327
CUBICA 1 13159,6 -1,0261 * 0,1838
ERROR 54 422,2

TOTAL 59

oV = 91%

R? = 0,6658

**x (P<.01)

Cuadro 9. Andlisis de varianza de la regresidn de porcenta
je de callos formados sobre pH del medio, y sus
respectivas constantes (8), para el genotipo SPA-
9, a los 60 dias de incubacidén. Experimento geno

tipo x pH.
FV GL cM Bt aF
pH > * %
LINEAL 1 5495,3_ 1 ~118,1031 + 38,0533
CUADRATICA 1 §555,8 59,7019 + 19,1311
CUBICA 1 4459,2* ~-8,6225 * 13,0841
GRADO CUATRO 1 3242,3 _ 0,3819 + 10,1602
ERROR 54 570,5
TCTAL 59
CV = 58%
R2 = 0,8155
*(P<.05)
**(P<.01)

Con base en los parametros estimados se 1llegd a
establecer la ecuacidén de prediccidédn para el genotipo
Catongo, siendo la siguiente (Figura 14):

Y% callos = -31,19 pH + 12,48 pH® - 1,03 pH>
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El punto de méxima formacidén de callos (43,0%) con
base en la regresién se alcanza cuando el pH es 6,6,
Para el genotipo SPA-9 la ecuacidn encontrada es la
siguiente:
Y% callos = -118,10 pH + 59,70 pH? - 8,62 pH° + 0,38 pH?
El punto de méxima formacidn (73,5%) con base en la
regresién se alcanza cuando el pH es 5,9 (Figura 14).
Debido a que bioldégicamente se espera que a pH cero el
porcentaje de formacion de callo sea cero, el cdlculo de
las ecuaciones se hizo sin intercepto.
En éste experimento no se tuvo ninguna contaminacién.
Estos resultados coinciden con los encontrados por

Valverde (1989) y Aguilar (19%0) para embriogénesis somdti-

2 3 4
SPA-8 Y = -118,10X + 89,70X - §,62X + 0,38X

80

-y

*®

60

40

wOorrr>»0 mo

2 3
CATONGO Y = -31,19X + 12,48X - 1,03X

0 3 § | 1 3 I} ] t 1
37 42 47 52 57 62 67 72 77 82 87

pH .
Figura 14. Curvas de regresion de porcentaje de formacion de
callos scbre pH del medio, para los dos genotipos
en estudio. -

76



ca en cacao, UGnicas referencias encontradas en lo gue a pH
se refiere, y demuestran gue el pH es importante tanto en
la embriogénesis somdtica como en la callogénesis.

Cada genotipo tiene mayor o menor capacidad genética
de combinar los iones de Hidrdgeno libres en el medio, con
otros elementos guimicos, para construir los compuestos

necesarios para desarrollar callos.

6.3.5. Efecto del genotipo ¥y niveles de sacarosa sobre la
morfogénesis en anteras.

El andlisis de varianza de éste experimento (Cuadro

10) reveld una diferencia altamente significativa entre

Cuadro 10. Anadlisis de varianza para porcentaje de forma-
cidén de callo a los 60 dias de incubacidn. Ex-
perimento genotipo x sacarosa.

FV GL CM
BLOQUES 9 677,69**
GENOTIPO 1 4113,59**
SACAROSA 5 13905,42
Lineal 1 74,45
Cuadréatica 1 46963,04**
Clibica 1 18967,64*
Grado Cuarto 1 2756,97
Grado Quinto 1 163,26
GENQOTIPO x SACARGCSA 5 444,08
ERROR 97 470,09

TOTAL 117

CV = 36% (Datos transformados por rangos)
*(P<.05)
** (P2, 01}



Cuadro 11. Andlisis de varianza de la regresidén de porcenta

je de callos formados sobre dosis de sacarosa a-
plicada al medio de cultivo, y sus respectivas
constantes (8), para el genotipo Catongo, a los
60 dias de incubacidén. Experimente genotipe x
sacarosa.

FV GL cM B+ gF

DOSIS DE SACAROSA 5 %

LINEAL 1 25630** 2,4246 + 0,2787

CUADRATICA 1 13114** -0,0336 * 00,0054

CUBICA 1 7709 o,0001 % 0,0000

ERROR 54 339

TOTAL 59

cv =

RZ = 0,7513

** (P<.01)

Cuadro 12. Andlisis de varianza de la regresidn de porcenta
je de callos formados sobre dosis de sacarosa a-
plicada al medio de cultivo, y sus respectivas
constantes (B), para el genotipo SPA-9, a los 60
dias de incubacidn. Experimento genotipo x saca-
rosa.

FV GL cM B+ dp

DOSIS DE SACAROSA 5 .

LINEAL 1 30699 2,6916 * 0,3331

CUADRATICA 1 14579** -0,0358 * 0,0064

CUBICA 1 8602 0,0001r * 00,0000

ERROR 53 470

TOTAL 58

oy =

RZ =

** (P<.01)

genotipos y entre niveles de sacarosa, sin embargo, con

fines de presicién en los resultados, se hizo una regresién

hasta de grado cinco de los niveles de sacarosa, para cada
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genotipo en estudio (Cuadros 11 y 12). Esto permite

predecir el nivel 6ptimo para la méxima respuesta.

Con base en 1los parametros estimados se 1llegd a

establecer la ecuacién de prediceidn para el genotipo
Catongo, siendo la siguiente (Figura 15):
Yicallos = 2,4246 DOSIS - 0,0336 DOSIS2 + 0,0001 DOSIS>

El punto de maxima formacion de callos (50,2 %) con
base en la regresién se alcanza cuando el nivel de sacarosa
es de 45,2 g.l“T.

Para el genotipo S8PA~9 la ecuaciédn encontrada es la
siguiente:

Y% callos = 2,6916 DOSIS - 0,0358 DOSISZ + 0,0001 DOSIS3

2 3
SPA-9 Y = 2,68X - 0,04X + 0,0001X

50

401

30

201

worr>»0 mo ®

10
2 8

CATONGO Y » 2,42X - 0,03X + 0,0001X

0 | I 3 1 1 derremirrad lrl W S ™ | i

0 20 40 60 80 100
SACAROSA (g/1)

Figura 15. Cyurvas de regresion de porcentaje de callos formados, sobre
dosis de sacarosa, para los dos genotipos en estudio.
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El punto de maxima formacidn (57,8 %) con base en la
regresidén se alcanza cuando el nivel de sacarosa es de 46,7
g.l‘1 (Figura 15).

Debido a que biolégicamente se espera gue con un nivel
de cero sacarosa el porcentaje de formacidn de callc sea
cero, el calculo de las ecuaciones se hizo sin intercepto.

Estos resultados coinciden con los encontrados por
Valverde (1989) para embriogénesis somdtica en cacao. En
términos generales éstos resultados coinciden también con
los de Ascanio (1987), Nitsch y Norrel (1972), Sunderland
(1974), Claphan (1971), Wang et al (1974), Keller et al
(1975) y Sopory et al (1978), guienes reportan rangos
Sptimos entre 2 y 16% de sacarosa, para cultivo de anteras
en diferentes especies.

En éste experimento se tuvo 1,7% de contaminacidn.

6.3.6. Efecto del genotipo y carbdn activado sobre 1la

morfogénesis en anteras,

El andlisis de varianza del experimento (Cuadro 13)
detectd diferencias altamente significativas entre niveles
de carbdn activado, sin embargo, no se hicieron regresiones
debido a que sdlo se encontrd respuesta con el nivel cero
de carbdén (32 y 60% de respuesta para los genotipos Catongo
y SPA-9, respectivamente), es decir, que niveles entre 0,25
y 0,75 g.IJ de carbdén inhiben la formacién de callos.

En éste experimento no se tuvo ninguna contaminacién.
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cuadro 13. Andlisis de varianza para la variable porcentaje
de formacidén de callo a los 60 dias de
incubacidn. Experimento genotipo X carbén

activado.

Fv GL CM
BLOQUES 4 11,08
GENOTIPO 1 24,02
CARBON 3 810,00**
GENOTIPO x CARBON 3 24,02
ERROR 28 9,86
TOTAL 39

*#% (P<.01)

Estos resultados no coinciden con los trabajos de
Sopory et al (1978), Wenzel (1979), Anagnostakis (1974},
Bajaj (1978), Johansson y Eriksson (1977), Fridborg Yy
Ericksson (1975), ni Weatherhead et al (1978), en los
cuales se encontrd gque el carbdén activado estimula 1la
formacidén de callos. El carbdn activado absorve inhibidores
del crecimiento gue se encuentran presentes en el agar o
que se liberan de las paredes de las anteras en senescencia
(Sopory et al, 1978; Wenzel, 1979), o también por la
absorcién del S5-hydroxy-methyl furfural producido por la
sacarosa durante la esterilizacidén del medio en autoclave
(Weatherhead et al, 1978). En nuestro experimento con
carbén activado es probable que no hayan habido inhibidores
del crecimiento en el agar, ni se hayan liberado de las
paredes de las anteras. Lo que ocurrié fue gque el carbén
activado absorvidé los reguladores del crecimiento que
estimulan la formacidn de los callos, sin dejar cantidades
suficientes para su induccidn. Es necesario probar otros

niveles en cacao, probablemente niveles més bajos de carbdn
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activado que los probados puedan absorver los posibles
inhibidores de 1la embriogénesis, pero dejar disponible
alguna cantidad de reguladores aplicados al medioc para que
las anteras desarrollen embriones, o aplicar cantidades
mucho mayores de reguladores de crecimiento para gque cuando
el <carbdn activado absorba los inhibidores de 1la
embriogénesis aiiln quede disponible alguna cantidad
suficiente para inducir la embriogénesis.

En términocs generales, concluidos los seis
experimentos, se puede decir que se superd los resultados
de Esan (1981), en cuanto a la formacion de callos a partir
de anteras, pues &l obtuvo un 50% de callos a partir de
anteras, mientras que en éste trabajo se logrdé hasta un 82%
de callos.

No se obtuvo embriogénesis directa, probablemente
debido a que se utilizaron niveles muy altos de Auxinas y
niveles muy bajos de Citocininas, ya gque las Auxinas
promueven el desarrollo de callos, mientras que
generalmente se necesita un balance adecuado entre Auxinas
y Citocininas para inducir la embriogénesis. Es necesario
probar niveles més bajos de Auxinas con niveles méds altos
de Citocininas para tratar de inducir la embriogénesis
directa sobre anteras, o© enmbriogénesis indirecta u

organogénesis sobre callos formados.
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6.4. Estudio del origen de los calles.

En la primera parte del estudio, de las 140 anteras que
se estudiaron durante el muestreo que durdé 28 dias, no se
pudo observar ninguna microspora en divisidn, tnicamente se
observd en una antera de 28 dias de sembrada que empezaba a
formar un callo, origindndose de la pared de la antera
(Figura 16). También se observd un alargamiento de las
células de la pared de 1la antera y divisiones celulares
transversales. No se observd acumulacién de sustancias de
reserva Yy los nicleos y nucleolos, aungque se pudieron
observar, no eran demasiado grandes como para decir que las
células eran embriogénicas.

En la segunda parte del estudio, de las 60 anteras con
callo estudiadas, pertenecientes a cuatro diferentes
tratamientos, se pudo observar gque todos los callos tenian su
origen en la pared de la antera. Esto hace pensar que la
pared de la antera es un obstédculo para el desarrollo de la
androgénesis, ya que absorve los reguladores del crecimiento
y no 1los deja disponibles a las microsporas, & bién, las
células de la pared responden més rapido al estimulo de los
reguladores 6 a los niveles que se probaron. Es necesario
buscar los niveles mas adecuados de citocininas y auxinas que
induzcan la respuesta de las microsporas y no de células de
la pared. Una forma de eliminar el problema puede ser
tratando de cultivar microsporas inmaduras de polen, en forma

aislada.
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Figura 16. Corte transversal de una antera, mostrando el ini-
cio de la formacidén de un callo, a partir de célu-
las de la pared.

Debido a gque éste fue un estudio preliminar se

recomienda hacer un estudio mé&s completo, incluyendo mas

tratamientos, ya que (nicamente se estudiaron cuatro.

6.5. Efecto de la CIN, ZEA, ANA y BA scbre la organogénesis

en callos.

Para estudiar el efecto de la CIN, 2Z2EA, ANA y BA sobre
la organogénesis en callos, se montaron tres experimentos,

cuyos resultados se describen a continuacidn:
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6.5.1. Efecto de la CIN y ZEA sobre la organogénesis en

callos.

En éste experimento se logrd regenerar raices a partir
de callos.

Debido a gue la respuesta fue muy baja (12 raices de
800 viales), no se hizo un andlisis de varianza, Unicamente
se hizo wuna interpretacidn gréafica de los resultados
(Figura 17.A.), y en la cual podemos observar gque ni la ZEA
ni la CIN, ni 1la interaccién de ambas influyen en la
formacién de raices, debido a que el tratamiento testigo
produjoe igual cantidad de raices (6%). Se observd dque seis
de los tratamientos anteriores con los cuales se formaron
callos, formaron raices. Estos tratamientos pueden ser
cualquier combinacién de ANA entre 0,5 y 1,5 mg.l-1 y CIN
entre 0,1 y 0,2 mg.l“1.

Detalle de una de las raices obtenidas se ilustra en
la Figura 18.

El porcentaje de viales contaminados en éste

experimento fue de 0,7%.

6.5.2. Efecto del ANA y CIN sobre la organogénesis en
calles.

Se logrdé la regeneracién de raices a partir de callos,
sin embargo, la respuesta también fue muy baja (de 450
callos sé6lo 17 formaron raiz), no pasando de un 8% por

tratamiento, razén por 1a cual no se hizo andlisis de vari-
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Figura 18. Fotografia de una raiz formada a partir de un
callo.
anza. Se observd gue a medida gque se aumentan los niveles
de CIN y ANA la respuesta en cuanto a formacidén de raices
es menor (Figura 17.B.}), es decir, que el efecto del ANA y
CIN es mds bién inhibitorio gque promotor.
En éste experimento se tuvo un 0,2% de viales

contaminados.

6.5.3. Efecto de la BA y ANA sobre la organcgénesis en
callos.

En éste experimento también se logrd la regeneracidn
de raices a partir de callos, sin embargo la respuesta fue

aln mds baja que en los experimentos precedentes (de 450
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callos s6lo se formaron dos raices (2% méximo por
tratamiento, Figura 17.C.), razdén por la cual no se hizo
andlisis de wvarianza. Unicamente hubo respuesta en dos
tratamientos.

La contaminacién de los viales en éste experimento fue
de 1,1%.

Los resultados en los tres experimentos fueron muy
similares, observandose, en términos generales, gue al
cambiar de regulador con el gue se forman los callos, la
respuesta a rizogénesis es menor y se observd mayor
necrosamiento de los callos.

Los resultados obtenidos son muy similares a los
encontrados por Esan (1981), gquien logrdé regenerar raices
en un 15% de los callos, mientras gque en éstos experimentos
se obtuvo un 8% de rizogénesis, con el tratamiento testigo,
es decir, sin aplicar ningln regulador de crecimiento a los
callos.

Se puede concluir que la formacién de raices se
origina por los niveles de reguladores del crecimiento
aplicados para 1la formacién del callo, o por la
sintetizacidén endégena de reguladores de crecimiento por
parte del callo. Esto es similar a lo gue ocurre en partes
de plantas que han sido cortadas y gue naturalmente forman
raices.

Basado en los resultados anteriores y sabiendo gue los
callos tienen cualidades organogenéticas y considerando lo

anterior se plantea la posibilidad de poder regenerar
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plantas o embriones a partir de callos, aumentando los
niveles de Citocinina y bajando los niveles de Auxina al
momento de sembrar las anteras o© aplicAndolos a callos,

pero en niveles mayores.

6.6, Efecto de la ZEA, GA3, ABA, ANA y CIN sobre el estableci

miento de suspensiones celulares a partir de callos.

Para determinar el efecto de la ZEA, GA3, ABA, ANA y
CIN, sobre el establecimiento de suspensiones celulares
procedentes de callos, se establecieron tres experimentos,

cuyos resultados se describen a continuacion:

6.6.1. Efecto de la ZEA y GAj sobre el establecimiento de
suspensiones celulares a partir de callos,

Se logré obtener suspensiones celulares a partir de
callos, la literatura no reporta un logro similar en cacao.
Unicamente dos tratamientos fueron tan buenos como el
testigo en cuanto a la formacién de células (Figura 19.A.),
los demés tienden a inhibir la formacién de suspensiones

celulares.

6.6.2. Efecto de la ZEA y ABA scbre el establecimiento de
suspensiones celulares a partir de callos.

En éste experimento también se logré la suspensidn de

células a partir de callos friables, los resultados fueron
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muy similares al experimento anterior, sin embargo, en é&ste
experimento se observd una mayor respuesta.

Cuatro tratamientos fueron igual al testigo y 1los
demids tendieron a _inhibir la formacidén de suspensiones
(Figura 19.B.).

Histoldgicamente no se observdé mayores diferencias
entre tratamientos, a excepcidén de dos que formaron
estructuras proembriogénicas de cinco y seis células, éstos
fueron: 0,5 mg.l“1 de ZEA + 2,0 mg.l"1 de ABA (Figura 20.A.)

y 1,0 mc_:{.].“1 de ZEA + 2,0 mg.l~1 de ABA (Figura 20.B.).

6.6.3. Efecto del ANA y CIN scobre el establecimiento de
suspensiones celulares a partir de callos.

En éste experimento también se logrdé la suspensidén de
células a partir de callos friables, los resultados fueron
muy similares a los experimentos anteriores, sin embargo,
se observd una mayor respuesta de los tratamientos. Aqui 11
tratamientos fueron igual al testigo y los demds tendieron
a inhibir la formacién de suspensiones (Figura 19.C.).

Histolégicamente no se observd mayores diferencias
entre tratamientos, a excepcidn de dos qgue formaron
estructuras proembriogénicas de hasta ocho células, estos
fueron: 1,00 mg.l'1 de CIN (Figura 20.C.) y 1,75 mg.l”1 de
CIN (Figura 20.D.).

En todos los tratamientos de los tres experimentos se

observaron diversos tipos de cé&lulas: alargadas, esféricas,
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en constante divisién, con muchas estructuras de reserva de
nutrientes y formando callos.

Existe la posibilidad de gque al transferir parte de
éstas suspensiones celulares a medio sblido con y sin
reguladores del crecimiento desarrollen los proenmbriones y
se formen embriones (Marroquin, 1991).

Las suspensiones celulares son muy importantes pues
con ellas es posible hacer trabajos futuros, tales como:
obtencién y fusién de protoplastos, transformaciones
genéticas, ingenieria genética, seleccidén in vitro de
variantes y prueba de clones a resistencia de enfermedades
por medio de toxinas. Su tasa de multiplicacidn es elevada,
convirtiéndose asi en una potencial fuente inagotable de
células y por ende de embriones para una multiplicacidn

masiva de lineas homocigéticas.
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7. CONCLUSIONES.

El trabajo se realizd en la Unidad de Biotecnologia del
Centro Agrondmico Tropical de Investigacién y Ensefianza
(CATIE), Turrialba, Costa Rica, entre Noviembre de 1990 y
Octubre de 1991. Bajo las condiciones en que se realizdé el
presente trabajo y con base en los resultados obtenidos, se

pueden formular las siguientes conclusiones:

7.1. De los factores estudiados los mds importantes en la
formacién de callos al cultivar anteras son: genotipo,
estado de desarrollo de la microspora, condiciones de
luz al incubar las anteras, pH del medio de cultivo,
nivel de sacarosa en el medio de cultivo, niveles de ANA
y CIN.

7.2. Las respuestas mas altas en la formacidn de callos
(alrededor del 82%) al cultivar anteras se consiguen con
el genotipo SPA-~9, con microsporas en estado meidtico
uninucleado, incubadas en obscuridad, con un medio MS
suplementado con 2,5 mg.1”1 de ANA, 0,2 mg.1”! de CIN,
46,7 g.1"1 de sacarosa y pH ajustado a 5,9.

7.3. E1 genotipo Catongo alcanza su mayor respuesta de
formacidén de callos (alrededor del 54%) con microsporas
en estado meidtico de tetrada, incubadas en obscuridad,
con un medio de cultivo MS suplementado con 0,5 mg.17 1

de ANA, 0,2 mg.1”! de CIN, 45,2 g.1”! de sacarocsa y pH
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ajustado a 6,6. Existen posibilidades de éxito al
extrapolar los resultados hacia otros genotipos.

El almacenamiento de los medios de cultivo a 21°% z 2 y
con luz, no disminuyd la capacidad de formacién de
calles, aungque se hayan almacenado hasta por 22 dias
previo a ser sembrados.

El origen de la formacién de los callos parece ser la
pared de la antera. No fue posible establecer la
haploidia de 1los callos, ni de las ralices formadas a
partir de éstos. Hace falta mas investigacién en éstos
aspectos.

La regeneracidén de raices a partir de callos se logra
hasta en un 6% sin necesidad de adicionar reguladores de
crecimiento.

Se logrd establecer suspensiones celulares a partir de
callos y en ellas formar proembriones mediante la
aplicacién de 0,5 mg.1”1 de ZEA + 2,0 mg.1”1 de aBa, 1,0
mq.l“1 de ZEA + 2,0 mg.l"1 de ABA, 1,00 mg.l"l de CIN &

1,75 mg.1"1 de CIN.
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8. RECOMENDACIONES.

Seglin las respuestas observadas en el comportamiento de

anteras de cacao en el cultivo in vitro, se hacen las

siguientes recomendaciones:

8.1.

Probar niveles entre 0,1 y 0,5 mg.1'1 de ANA, combinados
con niveles entre 0,1 y 10,0 mg.:t"i de CIN, y observar
los callos por lo menos tres meses, transfiriéndolos a
un medio fresco cada mes. Esto para tratar de inducir
embriogénesis directa o indirecta.

Hacer suspensiones celulares de callos con los
tratamientos gque produjeron proembriones y observarlos
por 2-3 meses, haciendo transferencias a medio sélido
con niveles entre 0,3 y 10,0 mg.l’1 de CIN, con el
objetivo de desarrollar embriones.

Hacer un estudio mds profundo y detallado sobre el
origen de los callos, incluyendo varios genotipos,
varios estados de desarrollo de las microsporas y varios
tratamientos que producen callos, para determinar su uso
futuro mds adecuado.

Tratar de cultivar polen aislado de cacao, con el
objetivo de evitar dudas sobre el origen de los callos,

embriones o plantulas gue se produzcan.
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Cuadro 1A. Andlisis de varianza de la superficie de respuesta
para la variable formacién de callo, Yy sus
respectivas constantes (8), através de dos
genotipos, dos estados meidticos y dos condiciones
de luz. Experimento genotipo x meiosis ® luz x ANA

% CIN.

REGRESION GL sC R?
Lineal 2 133465,  0,2464
Cuadratica 2 38586 0,0741
Productos Cruzados 1 16695** 0,0321
TOTAL 5 188746 0,3626
RESIDUAL GL cM

Falta de Ajuste 90 525,9%*

Error Puro 776 366,6

Error TOTAL 866  1383,2

PARAMETRO GL 8 +dp
INTERCEPTO 1 -7,196,° + 1,945
ANA 1 31,9347 4,401
CIN 1 249,058 * 31,215
ANA X ANA 1 -19,262) * 2,652
CIN X ANA 1 96,935, * 14,685
CIN X CIN 1 -987,075" " + 140,363

X = 15,69

RZ = 00,3626

CV = 124,78 %

*% (P<.01)
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cuadro 2A. Andlisis de varianza de la superficie de respuesta
para la variable formacién de calle, Yy sus
respectivas constantes (8), del genotipo Catongo,
en estado de tetrada, incubado en luz. Experimento
genotipo x meiosis x luz X ANA x CIN.

REGRESION GL sc R2
Lineal 2 16441,%  0,2305
Cuadréatica 2 9115 0,1278
Productos Cruzados 1 1000 0,0140
TOTAL 5 26556 0,3723
RESIDUAL GL cM

Falta de Ajuste 6 1015*

Error Puro 97 399

Error TOTAL 103 435

PARAMETRO GL 8+ J8
TNTERCEPTO 1 —10,878:* + 5,816
ANA 1 47,498, + 13,261
CIN 1 320,5715, * 93,743
ANA X ANA 1 -28,712** + 8,019
CIN X ANA 1 69,209 * 45,625
CIN X CIN 1 -1220,280%% + 422,376

¥ = 16,33

R = 0,3723

cV = 127,68 %

* (P<.05)

*% (P<.01)
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Cuadro 3A. Andlisis de varianza de la superficie de respuesta
para 1la variable formacién de calleo, y sus
respectivas constantes (8), del genotipo cCatongo,
en estade de tetrada, incubade en obscuridad.
Experimento genotipo X meiosis x luz x ANA x CIN.

REGRESION GL sC R
Lineal 2 23181:: 0,3392
Cuadréitica 2 4414 00,0646
Productes Cruzados 1 4184** 0,0612
TOTAL 5 31780 00,4650
RESIDUAL GL cM

Falta de Ajuste 6 396

Error Puro 93 368

Error TOTAL 99 369

PARAMETRO GI, Bt GE
INTERCEPTO 1 *6,171** + 5,432
ANA 1 33,254* + 12,577
CIN 1 183,354** + 88,991
ANA X ANA 1 ~21,611 + 7,517
CIN X ANA 1 138,029** + 41,007
CIN X CIN 1 -672,510 t 404,250

£ = 17,14

RZ = 0,4650

cV = 112,10 %

* (P<.05)

** (P<.01)
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Cuadro 4A. Analisis de varianza de la superficie de respuesta
para la variable formacién de callo, y sus
respectivas constantes (8), del genotipo cCatongo,
en eatado uninucleado, incubado en luz.
Experimento genotipo X meiosis x luz x ANA x CIN.

REGRESION GL sc RZ
Lineal 2 12249%%  0,2927
Cuadréatica 2 1542 0,0369
Productos Cruzados 1 2287** 0,0547
TOTAL 5 16079 00,3842
RESIDUAL GL cM

Falta de Ajuste 6 117

Error Puro 87 288

Error TOTAL 93 277

PARAMETRO GL 8+ dp
INTERCEPTO 1 -4,342 + 4,914
ANA 1 17,947 + 11,083
CIN 1 163,452 + 78,499
ANA X ANA 1 -10,455** + 6,720
CIN X ANA 1 108,639** + 37,814
CIN X CIN 1 ~748,337 + 353,9@6

X = 12,93

RZ = 0,3842

CV = 128,75 %

* (P<.05)

*% (P<,01)
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Cuadro 5A. Andlisis de varianza de la superficie de respuesta
para la variable formacidén de <calle, y sus
respectivas constantes (8), del genotipo Catongo,
en estado uninucleadeo, incubado en obscuridad.
Experimento genotipo x meiosis x luz x ANA x CIN.

REGRESION GL sc R?
Lineal 2 15992%%  0,3116
Cuadrética 2 4150* 0,0809
Productos Cruzados 1 1433** 0,0279
TOTAL 5 21575 0,4203
RESIDUAL GL cM

Falta de Ajuste 6 664>

Error Puro 101 255

Error TOTAL 107 278

PARAMETRO GL B dp
INTERCEPTO 1 -6,525  * 4,614
ANA 1 26,244+ 10,382
CIN 1 274,360°% + 73,239
ANA X ANA 1 -15,316° + 6,288
CIN X ANA 1 79,730% + 35,121
CIN X CIN 1 -1043,719"% £ 330,100

£ = 15,93

RZ = 0,4203

CV = 104,68 %

* (P<.05)

*% (P<,01)
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Cuadro 6A. Analisis de varianza de la superficie de respuesta
para la variable formacién de callo, y sus
respectivas constantes (8), del genotipo SPA-9, en
estadoc de tetrada, incubado en luz. Experimento
genotipo x meiosis x luz x ANA X CIN.

REGRESION GL sc R
Lineal 2 11030**  0,2329
Cuadratica 2 1189* 00,0251
Productos Cruzados 1 1583** 00,0334
TOTAL 5 13802 00,2914
RESIDUATL GL CM

Falta de Ajuste 6 379

Error Puro a7 323

Frror TOTAL 103 326

PARAMETRO GL B * GE
INTERCEPTO 1 -4,148 & 5,096

ANA 1 17,481 * 11,490

CIN 1 126,189 + 81,669

ANA X ANA 1 ~10,178* + 6,919

CIN X ANA 1 83,884 * 38,061

CIN X CIN 1 -451,856 % 365,253

X = 11,74

R? = 0,2914

CV = 153,73 %

* (P<,05)

*% (P<.01)
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Cuadro 7A. Andlisis de varianza de la superficie de respuesta
para 1la variable formacidén de calle, Yy sus
respectivas constantes (8), del gencotipo SPA~-9, en
estado de tetrada, incubado en obscuridad.
Experimento genotipo X meiosis x luz x ANA x CIN.

REGRESION GL sc R?
Lineal 2 102517%  0,1511
Cuadratica 2 8016 0,1182
Productos Cruzados 1 1661** 0,0245
TOTAL 5 19929 0,2938
RESIDUAL GL CcM

Falta de Ajuste 6 671

Error Puroc 99 4473

Error TOTAL 105 456

PARAMETRO GL B * GE
INTERCEPTO 1 w6,645* + 5,969
ANA 1 29,846** + 13,481
CIN 1 318,793** + 95,921
ANA X ANA 1 -17,91% + 8,123
CIN X ANA 1 85,179** + 44,640
CIN X CIN 1 -1442,681 + 427,889

X = 13,87

RZ = 0,2938

CV = 153,96 %

* (P<.05)

** (p<,01)



Cuadro 8A. 2An&lisis de varianza de la superficie de respuesta

para la variable formacidén de «callo, y sus
respectivas constantes (8), del genotipo SPA~-9, en
estado uninucleado, incubado en 1luz. Experimento
genotipo X meiosis x luz X ANA X CIN.

REGRESION GL se R2
Lineal 2 17762:: 0,2478
Cuadratica 2 7745 0,1081
Productos Cruzados 1 1046** 0,0146
TOTAL 5 26553 0,3705
RESTDUAL GL cM

Falta de Ajuste 6 1087 %

Error Puroc 103 375

Error TOTAL 109 414

PARAMETRO GL 8 t dp
INTERCEPTO 1 -10,728,.  * 5,621
ANA 1 39,234, 12,618
CIN 1 335,784, + 89,342
ANA X ANA 1 -21,480"" + 7,592
CIN X ANA 1 67,126 _ * 42,221
CIN X CIN 1 -1326,1047 % 400,933

¥ = 16,87

RZ = 0,3705

cVv = 120,60 %

* (P<.05)

*% (P<.01)
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cuadro $A. Andlisis de varianza de la superficie de respuesta
para la variable formacién de «calle, y sus
respectivas constantes (B), del genotipo SPA-9, en
estade uninucleado, incubado en obscuridad.
Experimento genotipo X meiosis x luz x ANA x CIN.

REGRESION GL sC R2
Lineal 2 326227%  0,3427
Cuadratica 2 7222 0,0759
Productos Cruzados 1 4485** 00,0471
TOTAL 5 44329 0,4657
RESIDUAL GL cM

Falta de Ajuste 6 639

Error Puro 99 475

Error TOTAL 105 484

PARAMETRO GL B £ dp
INTERCEPTOQ 1 -8,719 % 6,145
ANA 1 43,691** + 13,859
CIN 1 260,199** + 99,193
ANA X ANA 1 -27,556** + 8,362
CIN X ANA 1 137,721 + 45,259
CIN X CIN 1 -934,502 + 446,737

¥ = 20,38

RZ =  0,4657

CV = 108,09 %

* (P<.05)

*#% (P<.01)
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Cuadro 10A. Andlisis de varianza de la superficie de respues
ta para la variable formacidén de callo, y sus
respectivas constantes (B), del genotipo Catongo,
en estado de tetrada, incubado en obscuridad.
Experimento genotipo x ANA x CIN.

REGRESION GL le R?
Lineal 2 5893%  0,0658
Cuadratica 2 619 0,0069
Productos Cruzados 1 157* 0,0018
TOTAL 5 6669 0,0745
RESIDUAL GL cM

Falta de Ajuste 19 925

Error Puro 100 653

Error TOTAL 119 696

PARAMETRO GL 8 = Jp
INTERCEPTO 1 72,160%* + 19,064
ANA 1 -8,400 + 18,647
CIN 1 ~63,429 + 46,618
ANA X ANA 1 -0,800 + 5,642
CIN X ANA 1 5,600 + 11,800
CIN X CIN 1 32,857 + 35,260

X = 38,80

RZ2 = 0,0745

cVY = 68,01 %

*(P<.05)

** (P<.01)



Cuadro 11A. Andlisis de varianza de la superficie de respues
ta para la variable formacién de callo, y sus

respectivas constantes (8), del genotipo SPA-9,

en estado uninucleado

incubade en cbscuridad.

Experimento genotipo x ANA x CIN.
REGRESION GL sc R?
Lineal 2 1960 0,0375
Cuadréatica 2 385 0,0074
Productos Cruzados 1 115 0,0022
TOTAL 5 2460 0,0471
RESIDUAL GL CcM
Falta de Ajuste 19 445
Error Puroc 100 413
Error TOTAL 119 418
PARAMETRO GL 8 +Jg
INTERCEPTO 1 73,120%% + 14,772
ANA 1 12,411  * 14,449
CIN 1 -31,429 % 36,122
ANA X ANA 1 2,057 + 4,371
CIN X ANA 1 ~4,800 + 9,144
CIN X CIN 1 22,857 + 27,322
X = 72,96
RZ = 0,0471
oV = 28,02 %

% (P<,01)

115



Cuadro 12A. Andlisis de varianza de la superficie de respues-
ta para la variable formacidn de callo, y sus res
pectivas constantes (8), del genotipo Catongo, a-
través de dos estados meidticos, incubado en obs~
curidad. Experimento genotipo X meiosis x ANA x

BA.

REGRESION GL sc RZ
Lineal 2 9297,  0,2035
Cuadratica 2 6680 0,1462
Productos Cruzados 1 3., 0,0001
TOTAL 5 15980 0,3497
RESIDUAL GL CM
Falta de Ajuste 18 296

Error Puro 112 218
Error TOTAL 130 229
PARAMETRO GL g + Up
INTERCEPTO 1 3,071 % 3,790
BA 1 m1,564** + 2,867
ANA 1 39,808 + 6,085
BA X BA 1 0,169 * 0,577
ANA X BA 1 -0,112 % 0,951
ANA X ANA 1 -14,775" " £ 2,741
X = 15,88
RZ = 0,3497
cV = 95,19 %

**x (p<,01)
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Ccuadro 13A. Andlisis de varianza de la superficie de respues-
ta para la variable formacidén de callo, y sus res
pectivas constantes (8), del genotipo SPA-9, atra
vés de dos estados meidticos, incubado en obscuri
dad. Experimento genotipo X meiosis x ANA x BA.

REGRESION GL sC RZ
Lineal 2 14824:: 0,2071
Cuadratica 2 13884 0,1939
Productos Cruzados 1 7 0,0001
TOTAL 5 28716 0,4011
RESIDUAL GL CM

Falta de Ajuste 18 434

Error Puro 117 300

Error TOTAL 135 318

PARAMETRO GL B £0p
INTERCEPTO 1 -2,504, & 4,332
BA 1 6,589 & 3,302
ANA 1 52,564 + 7,047
BA X BA 1 ~1,406 + 0,667
ANA X BA 1 -0,167 _ % 1,097
ANA X ANA 1 -19,885 + 3,185

X = 20,14

RZ = 0,4011

CV = 88,48 %

* (P<.05)

*% (P<.01)
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Ccuadro 14A. Valores maximos predichos por la superficie de
respuesta segln genotipo, estado meidtico de la
microspora y condicidén de luz. Experimento geno
tipo x meiosis x luz x ANA x CIN.

. VALOR

GENOTIPO MEIOSIS luz ANA CIN MAXTIMO
(%)

Promedio promedio promedio 1,31 0,19 37,40
Catongo tetrada luz 1,02 0,16 39,04
Catongo tetrada obscuridad 1,79 0,32 52,98
Catongo uninucleado luz 2,29 0,28 38,70
Ccatongo uninucleado obscuridad 1,33 0,18 35,95
SPA-9 tetrada luz 2,32 0,36 38,56
SPA~9 tetrada obscuridad 1,18 0,15 34,09
SPA~-9 uninucleado luz i,16 0,16 38,14
SPA~9 uninucleado obscuridad 1,40 0,24 53,34

Cuadro 15A. Valores maximos predichos por la superficie de
respuesta segin genotipo, estado meidtico de 1la
microspora y condiciones de luz. Experimento
genotipo x ANA X CIN.

VALOR

GENOTIFO MEIOSIS luz ANA CIN MAXIMO
(%)

Catongo tetrada obscuridad 0,50 0,20 54,00

SPA-9 uninucleado obscuridad 2,50 0,20 82,00

Cuadro 16A. Valores maximos predichos por la superficie de
respuesta segiin genotipo y condiciones de luz.
Experimento genotipo x meiosis x ANA X BA.

VALOR

GENOTIPO MEIOSIS luz ANA BA MAXIMO
(%)

Catongo Promedio obscuridad 1,37 0,00 26,70

SPA-9 Promedio obscuridad 1,27 2,31 39,45
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Cuadro 17A. Procedimiento para infiltracidén de anteras con
parafina,

- Primero se fijan en FAA (8:1:1 partes de etanol al 70% :
formaldehido al 37% : Acido acético glacial) durante dos
dias.

~ Se deshidratan en etanol en concentraciones ascendentes
asi:

al 50% durante una hora.
al 70% durante una hora.
al 80% durante una hora.
al 90% durante una hora.
al 95% durante una hora.
al 100% durante una hora.
al 100% durante una hora mas.

~ Luego se colocan en una solucién 1:1 de tolueno:alcohol
absoluto, durante media hora.

- Luego en tolueno puro durante una hora.

- Se cambia el tolueno y se pone nuevamente en tolueno puro
durante una hora més.

- Luego se ponene en una solucién 1:1 de tolueno:parafina
durante media hora en una estufa a 60°cC.

- Posteriormente se le dan dos bafios de parafina, durante una
hora cada uno, en estufa a 60°C.

- Se vierten en platos petri, previamente untados con
glicerol, y se eliminan las burbujas de aire.

- Se deja enfriar la parafina y se hacen bloques
rectangulares de parafina conteniendo las muestras.

~ Se montan los bloques de parafina sobre blogues de madera.

- Se hacen cortes de nueve micras de grosor con un micrétomo.

- Las tiras cortadas se colocan sobre vidrios portaobjetos,
previamente untadas con HAUPT (1 g agar: 2 g fenol: 15 ccu
glicerina: 82 cc H»0) y calentadas a 45°% + 5. se les
agrega formalina al 3% para su preservacion.

- Luego, se procede a una tincién cuédruple de las laminas,
pas&ndolas por una bateria de la siguiente manera:
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FUENTE: Anonymous, 1989.
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Cuadro 18A. Formulacién del medio de cultivo de Murashigue y
8koog (1962).

MACRONUTRIENTES M mg.14
NH4NO3 20,6 1650
KNO3 18,8 1900
caCly.2H,0 3,0 440
MgS04 . 7Ho0 1,5 370
KH, PO, 1,25 170
MICRONUTRIENTES M mg.1"
KI 5 0,83
H3BO3 100 6,3
MnSOy, . 4Ho0 100 22,3
ZnS04 . 7THO 30 8,6
NasMoO4.2H50 1,0 0,25
CuS04.5H,0 0,1 0,025
CoS04 . 6H20 0,1 0,025
NasEDTA 100 37,3
FeS0y4.7H,0 100 27,8
VITAMINAS Y OTROS mM mg.l”
Inositol 0,555 100
Acido Nicotinico 0,004 0,5
Piridoxina HCl (Vitamina B6) 0,002 0,5
Tiamina HCl (Vitamina B1) 0,0003 0,1
Glicina 1,330 2,0
Sacarosa 87,642 30000,0

FUENTE: Murashigque y Skoog (1962), Gamborg et al (1976),
Anirato et al (1984).
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