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Jiménez, Sanchez, Maria del Rosario. 19856. Cultivo de
anteras en %tres introducciones de Coffea arabica para la
obtencion de complejos celulares haploides. Tesis Mag. Se.,
Turrialba, Costa Rica, CATIE. 83 p.

Palabras claves: Caturra, Garnica, Colombia, microesporas,
androgenesis, pretratamiento, auxinas (2,4-D,
AIB)Y, citocinina {cinetlna), estudio histolégico.

RESUMEN

Esta investigacidn tuvo como objetivo estudiar algunos
factores importantes para el desarrollo de una metodologia
eficiente para la obtencidén de embriones haploides en tres
introducciones de (. arabica: Caturra, Garnica vy Colombia;
utilizando el cultivo de anteras (androgénesis).

La investigacidn constdé de cuatro fases: 1- Determinar
el tamafic de botén floral correlacionandolo con el estado
uninucleado del desarrollo de la microespora. 2- Probar
cuatro métodos de desinfeccidn vy elegir el mas eficiente. 3-
Evaluar el efecto de algunoe pretratamientos: térmico (5°C y
28°CYy, fisico (centrifugacidén por 20, 40 y 60 minutos) y
osmético (sacarosa al 20 y 40%). 4~ Estudiar varias
combinaciones de fitochormonas (2,4-D, AIB y cinetina) y su
accidén sobre la formacidn de callo, asi como en los medios de
Pierson yv Yasuda.

Las tres introducciones estudiadas mostraron diferencias
en el tamafio del botén floral correlacionado con el estado
uninuacleado de las microesporas. Para Caturra fue de Tmm,
Garnica de 8mm yv Colombia de B a 9mm.

En cuanto a las desinfecciones se establecif que en
general el uso de hipoclorito de Ca al 8% por 15 min., fue el
método que causd la menor contaminacidén y oxidacidn de las
anteras, mantuvo un buen nivel de viabilidad de las
microesporas y permitidé desarrollar un mayor numero de

callos.
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El efecto de los pretratamientos sobre el nOmero de
callo es similar al del control en la mayoria de los casos,
no se evidencidé la produccién de callo embriogénico en
ninguno de ellos. Se destacé una interaccidn entre la
temperatura la duracién del pretratamiento v el medio de
cultivo para los tres fenotipos, el desarrollo de los callos
fue mayor cuando las anteras eran sometidas a pretratamiento
de 5°C por dos dias y sembradas en medio simple de Gamborg.
Los estudios histoldgicos evidenciaron que en algunas anteras
que fueron sometidas a 5°C por cuatro v ocho dias mostraron
microesporas con caracteristicas gque indicaban una préxima
divisidn: contenido de almidén y de lipidos, alto balance
nucleo-citopléasmico.

El choque osmético consistente de sacarosa al 20% por
una hora en el cultivar Garnica, promovié una gran actividad
nucleolar gque usualmente precede a la divisidén celular; sin
embarge no se cbservd ninguna divisién. En el resto de los
cultivares, ni en el control se observé la presencia de
grandes nucleclos.

Para la induccién de callos utilizando 2,4-D vy cinetina
en medio basico de MS no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos para las +tres
introducciones. Al contrario se observé una tendencia en el
aumento del nimero de callos en tratamientos constituidos del
medio B-5 y de AIB (Zmg/l) 4+ cinetina (0.5 yv 1 mg/l) para los
cultivares Caturra v Garnica. Al utilizar los medios de
Pierson y Yasuda, para inducir la formacidén de embriones
sométicos se logrd un aumento continuo en el tamafioc de los

callos por cinco meses conservando su capacidad de dividirse.
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Jiménez Sanchez; Maria del Resario. 1806, Anther
Cultivation in ‘three Coffea arabica introductions for
obtaining hapleoid cellular complexes. Master of Sience.
Thesis, Turrialba, Costa Rica, CATIE. 90 pp.

Key words: Caturra, Garnica, Colombia, microspores,
androgenesais, pretratment, auxins (2,4-D, AIB) and
citokinin (cinetin), histologic study.

ABSTRACT

The investigation’s objective was to examine factors
important to the development of an efficient methodoleogy for
obtaining haploid embryos for three C. arabica introductions
Caturra, Garnica and Colombia. Anther androgenesis technique
has been used.

The investigation coneisted of four phases: 1.
Determining floral bud size correlated with uninucleate stage
of microspore.

2. Testing four desinfection methods to chose the most

efficient. 3. Evaluating effects of some pretreatments:
thermal (5°C and 28°C), physical (centrifugation at 20, 40
and 60 minutes) and osmotical (sucrose at 20 and 40%). 4.

Examining various phytohormonal combinations (2,4-D, IBA and
kinetin) and their activity in callus formation in Pierson
and Yasuda media.

The study of the three introductions demonstrated
differences in floral bud size correlated with the
uninucleate stage of microspores; Caturra was 7mm, Garnica
Bmm and Colombia 8 and 9mm.

Regarding desinfections it was established that the use
of 8% calcium hypoclorit for 15 minutes was generally the
method which caused least contamination and anther oxidation.

Also it maintained good microspore viability and
permitted development of maximun number of calli.

The effect of pretreatment’s over the number of calli
was s8imilar to that of the control in the majority of cases.
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Embriogenic calli production was not demonstrated in any
case. An interaction was detected between temperature,
duration of pretreatment and culture medium for the three
genotypes. Calll development was highest when anthers were
submitted to 5°C for +two days and cultured in a simple
Gamborg medium.

The hystologic studies showed that gsome anthers
submitted to bB°C for four and eight days showed microspores
with characteristics indicating a future division : starch
and lipids high nucleo-cytoplasmic balance.

Osmotic shock consisted of 20% sucrose for one hour in
Garnica culture: it promoted great nucleolar activity which
usually precedes cellular division. However, no division was
cbserved. Big nucleolis were not observed in the control or
other treatments.

Signifiecant differences were not found between
treatments, for the induction of calli wusing 2,4-D and
kinetin in a basic MS medium; this ocurred =for all three
intoductions. On the other hand, a tendency in increasing
calli gquantity was cobserved in treatments consiasting of B-5
medium and IBA (Zmg/1l) + Kinetin (0,5 and img/1), for Caturra
and Garnica cultures. Using Pierson and Yasuda media for
inducing somatic embryo formation resulted in an Zincrease in

calli size for five monthe and maintain of dividing capacity
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1. INTRODUCCION

El café ha sido desde hace muchos afios un rubro
importante en la econcomia de los paises del 4&rea. Hsto se
puede constatar al observar que dentro de la regidn, su
cultivo ocupa 1.3 millones de hectdreas, gue en gran medida
son terrenos montafiosos y quebrados que dificilmente podrian
pcuparse con otro cultivo sin daflar los suelos (Fernandez,
1588). Es también el producto agriceola mds importante en el
mercado internacional, actualmente su consumo se estima en
5.7 millones de sacos de café de 80 kg que representa de

UB$9,000-12,000 millones anualmente, (Sondahl ot 471, 1991;
Instituto de café de Costa Rica, 1984).

Juntos, los paises del drea (México, Centroamérica,
Haiti y Republica Dominicana) producen 14,407 millones de
zacos de café, que vendria a ser el 15.7% de la produccion
mundial , siltuandolos después de Brasil v Colombia, 1los

cuales abastecen el 43% del mercado mundial del café
{Instituto del café de Costa Rica, 1994).

Fxisten dos especies de café extensamente cultivadas vy

pror conslgulente de mayor interés comercial: (offea arabica L

v . canephora Plerre. Nuestro interés recae en (. arabica,
que representa el ©89% de la produccidn cafetera de
Latincamérica. Es 1la especie mas cultivada en el mundo
(77.1%) v que produce la mejor calidad de café (Zuniga, 1880;
Junne, 1880: Instituto del café de Costa Rica, 1884).

Coffea arabica en general es muy sensible al atagque de
las principales enfermedades gque afectan al café, como lo es
el ataque de nemétodos (Meloldogyne exigua , M.incognita. M.
coffeicola, Fratylenchus sp.), que pueden causar la muerte de
la planta en pocos afios. Segln Sasser (19789), en
Centroamérica, México y el Caribe las pérdidas ocasionadas
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por M. exigua son del orden del 10%. Por otro lado el ataque
de un insecto, Hypothenemus hampei (broca del café), el cual
perfora los frutos causando una baja en el peso y en la
clagificaciotn del miemo, la roya del cafeto (Hemilela
vastatrix), todas estas plagas han causado grandes pérdidas
comerciales en Africa, Bragil y Centroamérica . Desde hace
unos afios existe en Africa una enfermedad causada por el
hongo Colletrotrichum coffeanum, comunmente se conoce como
"Coffee berry deseasge” (CBD) o antracnosis de la fruta la
cual causa dafios mavores en la cereza del café (Sondahl vy
Sharp, 1979: Montoya y Cardenas, 1884; Guerreiro, 1882).
Estas enfermedades son una de las principales razones por las
cuales debemos introducir y/o crear variedades resistentes o
tolerantes a ellas mediante el mejoramiento genético de la
especie. Utilizando los métodos convencionales mejoramiento
se necesitarian varios ciclos de retrocruces y esto podria
realizarse en un lapso de tiempo que puede ir de 20 a 30
afios, lo que desanima a muchoe fltomejoradores. (GAlvez,
1976; Roman y Cérdenas, 1988).

Con el desarrollo del cultivo de tejidos en los Ultimos
afios v especialmente el interés que ha causado el uso de
haplométodos a partir del cultivo de anteras o microesporas
in vitro, se crean nuevas perspectivas hacla la obtencidén de
plantas homocigoticas (haploides diploidizadosn) en una
generacién y el acceso a nuevas formas recombinantes (Londofio
y Orozco, 1986; Sondahl, 18889). Ademés una vez duplicados los
haploides, va seg de forma esponténea o inducida se
establecen rdapidamente lineas homocigéticas, (Gallais, 1878;
Rocs, et al. 1981). Esto permitiria reducir
significativamente el tiempo gque se utiliza en los programas

convenclonales de medoramiento del café.

El potencial que posee el cultivo de anteras radica en
la constitucion genética de las microesporas. Las células
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gaméticas son haploides y contienen la dotacidn genética de
la planta paterna y las recombinaciones esperadas segin las
proporciones mendelianas. Los haplométodos permiten al
mejorador selecionar eficazmente los recombinantes deseables
va que £l enmascaramiento de los genes recesivos por lo genes
dominantes desaparece en los haploides dipleidizados. Con la
constitucidén de lineas se pueden obtener hibridos Pl
homogéneos lo cual es interesante para la produccidn de

portainjertos (¢. canephora).

Las células haploides, plantas haploides vy dobles
haploides eficientemente identificados, son de gran utilidad
para seleccionar células regsistentes a enfermedades, a
sequia, tolerantes a salinidad vy Therbicidas, para seleccidn
de mutantes bioguimicog, tranesferencia de genes, produccidn
de lineas cromosdmicas aneuploides gque permiten la obtencidn
de nuevas variantes v formas, variacidn gametoclonal, fusidn
de protoplastos, andlisis genético y estudioc de la accidn de
genes, entre otras {(Collins, 1878; Hu, 1985},

BEste trabajo tiene como objetivo principal establecer y
estandarizar las condiclones para la cbtencién de complejos
celulares y/0 embriones haploides, en tres variedades de (.

arabica, utilizando el cultivo de anteras in vitro.



2. REVISIUN DE LITERATURA

Bl café es una Angiosperma de la familia Rubiaceae que
incluve mds de 500 géneros vy cerca de B,000 especies. El
género Coffea fue descrito por Linnaeus en 1753, yv consta de
mids de 100 especies. E1 género ha sido dividido en cuatro
secciones, y C. arabica se encuentra dentro de la seccibn
Bucoffea. Be le describe como nativo de las tierras altas de
Etiopia, su posible origen no sBe conoce con exachtitud puede
ser resultado del cruce entre C. canephora, (. congensis y C.
eugenioldes va que presentan muchas caracteristicas
morfolégicas en comun, Vv producen relativamente altos

porcentajes de plantas hibridas (Sondahl vy Sharp, 1979).

En los Gltimos afios vy utilizando las nuevas técnicas
lcs marcadores moleculares (RAPD y RELP), se flenen estudios
preliminares gque colocan a C. eugenioides en una relacidn
filogenética cercana con (. arabica. Se piensa que es8
producto de la fusidn de dos especies diploides, siendo las
mas cercanas geneticamente €. canephora, C. congensis y C.

eugenioides (Cros et al, 1993).

C. arabica es un arbol generalmente de poca alturae (2-
4 m.), que se caracteriza por el dimorfismo de ejes; consiste
de un eje vertical u ortotrépico del gue salen ejes laterales
0o plagiotrépicos. Rara vez se encuentran plantas con porte
natural, va aue en el cultive se podan para adaptarlas a las

necesidades de manejo v recolecidén (Ledn, 1887).

Lag flores en Coffea, brotan 86lo de las axilas
formadas por las hojas en ramas plagiotrdépicas de un afio de
edad. En cada axila hay de una a cinco inflorescenclas,
originalmente colocadas en linea recta entre 1la rama y la
hoja; este orden no se mantiene al crecer; la primera en

abrirse es la més proéxima a la rama (Ledn, 1987).
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La floracidn del café sBe presenta simaltaneamente en
toda una regidn y dura pocos dias, esto se debe a variocs
factores como la duracidn del dia y la precipitacidn. El
ntimero de floraciones varia segin las normas de
precipitacidn, por ejemplo en lugares con dos estaciones
l1luvicsas hay dos floraciones principales {Lebn, 1987).
Generalmente lLa meiosis ocurre después de una fuerte lluvia

aque ha sido antecedida por varios dias de sequia.

C. arabica es el fUnico poliplolde en el género, su
complemento cromosdémico es Zn=4x=44. Los poliploides
contienen méas de dos Juegos de cromoBomas que pueden eser
idénticos o diferentes dependiendo de 81 se trata de
avtopoliploides (poliploide con serles maltiples idénticas o
casi idénticas de cromosomas), o de alopoliploides
(poliploide con series de cromosoma de origen diferente,
derivados de dos 0 mds especies). Rstos pueden ser estériles
o fértiles. En el caso de (. arabica es un alotetraploide
gue se comporta como un diploide durante la meiosis (Gardner,
1991 ; Monaco et al. 1977)

Z2.1 OBTENCION DE FLANTAS HAPLOIDES |

Las técnicas de haplométodos se basan en la desviacidn
del cursco ontogenético normal de la fase gametofitica
(microesporas 0 mMegaesporas), hacia la formacibn de
esporofitos haploides, este Ifendmeno puede ser esgponténeoc
(natural) o inducido utilizando técnicas in vitro. Exlaten
varias vias para lograr esta meta:randrogénesis, ginogénesls,
partenogénesis, etec. Bl proceso se llama androgénesis cuando
las microesporas originan embriones y plantas (Roca, et al,

1881,):; es la técnica gue gueremos estudiar.

Los microesporocitos o células madres del polen (Zn) se
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originan a partir de la capa espordgena primaria la cual
sufre divisiones en diferentes planos. Luego se iniclia el
proceso de meiosis; el estimuleo que desencadena la meiosis
atin no es conocido, este proceso reduccional da origen a las
tétradas de microesporas (n) las cuales son uninucleadas.

Por mitosis se forma el grano de polen (Cel. generativa y

vegetativa).
Capa Primaria Tejidos Sométicos
P - da la Antsra
Iniciales
hipodérmicas =i~  Cana Espordgena
Div. en varios
planos

Tétradas de
Microesporas ~<2&8  Microesporocitos

Mitosla {n) Malosls (2[1)

Granos de
Palen

La microesporogénesis sigue dos patrones diferentes
determinados por el +tipo de citocinesis. En el +tipo
simultdneoc no se forma pared después de la meiosis I, las
tétradas formadas son de tipo decusada. El segundo tipo
recibe el nombre de citocinesis sucesiva gque se caracteriza
por el desarrollo centrifugo de la célula gque se forma
después de la meiosis I y II. Las tétradas de microesporas
que Be forman por este método 80N tetraédricas o
isobilaterales (Flores, 1984). Es el caso del café.

La desviacién hacia la fase esporofitica generalmente se
obtiene a través de la formacidn de callos y/o produccidén de
embriones; las plantas se regeneran via organogénesis
proveniente de estos callos o via embriogenesis, y también
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pueden ser obtenidas directamente por la germlinacién de
embriones androgénicos (Radojevic v Kovoor, 198B8; Zhang vy
Lespinasse, 1992).

BEl origen de la respuesta androgenetica puede ser

variado:

la célula vegetativa del polen sge divide v la célula

reproductora degenera.

los nGeleos vegetativo y generativo son idénticos v ambos

participan en la embricgénesis.

exipte fusidn entre dos células haploides y se desarrolla

un embridn diploide.

la célula vegetativa degenera vy la ¢élula reproductora se

desarrolla (caso méds escaso) (Nitsch, 1870).

Los haplometodos inducidos son caracteristicos del mundo
vegetal, va gque embriones de origen androgenético fueron
obtenidos en mas de sesenta especiles. Se han desarrollado
cuatro técnicas para la induccién de androgénesls in vitro :
a) cultivo de anteras, b) aislamiento del polen proveniente
de anteras precultivadas, ¢) cultivo de polen aislado
directamente, d} cultivo de polen por medico de técnica de
filotacion (Sangwan, Sangwan-Norreel 1987). De las cuatro, el
cultivo de anteras es 1la técnica mads generalizada para

provocar dicho proceso.

La primera planta haploide regenerada a partir de
cultivo de anteras fue obtenida por Guha y Maheshwari (1864)
trabajando con Datura JInnoxia, método que sBe ha extendido

rapidamente a cultivos econdmicamente importantes.

Los resultados publicados utilizando esta técnica son
prometedores; asi vemos como a través del cultivo de anteras
en Gramilneae se han regenerado plantes de sarroz (Nilzekl v
Oono, 1968; Yadav, et al. 1990), maiz (Nitsch, et al. 1881},
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trigo (Szakdes et al. 1988); lo mismo ha sucedido con muchas
egpecies de la familia Solanaceae como Nicotiana tabacum
{Sunderland v Wicks, 19869; Nitsch ¥y Nitsch, 1870).
ITgualmente, en plantas ornamentales come Sainpntpaulia
ionantha, Anemone sp., Paeonia sp., ¥y en algunas plantas
lefiosas como el café y arboles frutales entre otras (Ascanio
1988; Zhang v Lespinasse, 1882).

Para 1a induccidén de haploides por medio del cultivo de
anteras deben considerarse los siguientes factores (Hu,
1985): 1) el genotipo de la planta donadora, 2) el estadio de
desarrcllo de las microesporas, 3) el medio de cultivo, 4)
las condiciones preculturales y culturales de la planta.

2.1.1 Genptipo vy Estado Fisioldgico de la FPlanta

Donadora.

El genotipo de la planta donadora, que incluye la
especie, el cultivar y la linea o clon, Juegan un papel
determinante en la induccidn de la androgénesis. Se ha
podido constatar una respuesta diferencial entre especies y
atn entre cultivares de wuna mnisma especie (Raghuramulu,
18989). Igualmente es impartante notar que, en las
Angiospermas, algunas especles tales como Convolvulus

son totalmente recalcitrantes al proceso androgenético.

Nitsch (1981), indica que el éxito de la técnica de
androgénesis radica en el estado fisiolégico de 1la planta
donadora al momento de la obtencidén de las anteras vy en la
aptitud vy 1las condiciones necesarias para modificar el
desarrolioc normal del polen v llevarlo hacla una

embriogénesis.

La respuesta de las microesporas estd condicionada a
muchas variables tales como el estado fisiocldgico de 1la
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planta donadora al momento de la obtencidén de las anteras,
auin cuando estas gsean tomadas en su Gptime estado de
degarrollo; se han reportado casos en gue las variaciones
estacionales han influido en las respuestas de las anteras
sobre todo en especies de paises templados. Tal es el caso
de Solanum tuberosum, Hordeum vulgare, Triticum aestivum
entre otros. Estas variaciones estacionales estén
relacionadas con las condiciones ambientales: temperatura,
fotoperiddeo e intensidad de la 1luz, bajo las cuales se
desarrolla la planta madre (Nitsch, 1881).

El porcentaje de induccién de haploides en arroz, asi
como en varias especies de Nicotiana v Solanum, presentan
diferencias marcadas. De la misma forma, de 21 cultivares de
T. aestivum, solo 10 de ellos desarrollan tejidos haploldes.
Estos estudios nos permiten constatar 1la necesidad de
considerar varios cultivares cuandoe se quiera estudiar la

técnica en una especie determinada (Ascanic, 1888).

2.1.2 Estadioc de Desarrollo de las Microesporas

Gran cantidad de estudios han demostrado la importancia
del estadio del desarrollo de la antera para la inducecidn del
callo o embridén haploide. Sunderland (1978), reportd que las
flores de muchas especies caen en una de las tres categorias:
premitética, mitdética o postmitética. En la c¢categoria
premitdtica se obtiene mejor respuesta al usar anteras en las
cuales las microesporas han completado la meiosis, pero
todavia no han iniciado la primera divisién mitdtica del
polen. Un ejemplo de esto lo tenemos en (. arabica variedad
Garnica reportada por Ascanio (1987). En otras especies, las

anteras pueden encontrarse en un estado postmitético, tabaco,

Datura, entre otras (Nitsch, 1972; Sunderland, 1979).
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2.1.3 Medio de Cultivo

Los requerimientos nutricionales para la induccidén de
callo o embriones hapleides en general son simples. Sin
embargo debe tenerse en cuenta gque el medio de cultivo es el
factor principal para la inducecidédn v desarrollo de plintulas
normales (Hu, 1885).

En WNicotiana, 1la embriogénesis puede ser inducida al
colocar las anteras en un gel agar (Vasil, 1880) o sobre una
solucidn de sacarosa al 2% con 0.8% de agar (Nitsch y Norrel,
1972).

En D. innoxia, la androgénesis puede eser inducida
simplemente con colocar las anteras en una solucidén de
sacarosa al 2% e incubadas a 2b°C, cabe destacar gue beajo
estas condiciones se forma un pequefio nimero de embriones que
solo se desarrollan hasta el estadio globular (Sunderland,
1974). La sacarosa vy el hierro son los componentes méas
importantes del medlo. Las sales minerales =sclo se necesitan
a bajas concentraciones y algunosg medios tales como el de
Murashige vy Skoog, se reguieren & la mitad de su
concentracidén (Murashige vy Skoog, 186Z). Otros medios
basadog en la formalacidén de White (18963), han sldo probados
en algunas especies {Bourgin y Nitsch, 1867).

Cientificos chinos han creado un medio ligquido Potato-II
que posee un extracto de papa al 10%, sales de hierro v
tiemina & les concentraciones utlilizedas en el medio M5, vy
los macroelementos del medioc de White. Encontraron que usando
este medio se aumentaba la frecuencia en la induccidn de
callos en arroz y otros cereales en comparacidén con otros
medios de cultivo (Hu, 1885).

Tanto en Datura como en Nicotiana, un medilo simple con

sales minerales y sacarosa, sin reguladores de c¢recimiento o
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vitaminag, es suficiente para asegurar el desarrollo hasta el
egtado de pléantulas (Nitsch y Nitsch, 1870).

Lias concentracicnes de sacarosa varian con la egpecie
siendo més altas para las gramineas v en el caso de Hordeum
spontanceum el uso de maltosa beneficid la regeneracldn de
plantas (Picecirilli v Arcioni, 1991). La maltosa se
hidrolisa més lentamente gque la sacerosa v estea disponlble
por un tiempo mads largo para las anteras. Ademds de ser
metabolizados, el efecto de los azucares es el de zumentar la

presidn osmdética del medio.

Los reguladores de crecimiento, en especial las suxinas
v citogquininas, han sido usados en la induccidn del

desarrollo androgenético (Rajendra, et al. 1991; Wang, et al.

1974). Algunas auxinas como el 2,4-dcido
diclorofenoxiacético (2,4-D), son sintéticas, otras como el
dcido indolacético son naturales. Las c¢itoquininas son

derivados de adenina, siendo las més utilizedas la cinetina,
la benziladenina, v la zmeatina (Gamborg y Shyluk, 1881). El
2,4-D es la hormona més utilizada para las gramineas. En
cambio las citeoaquininas son mas importantes para las
dicotiledonesas.

En café se reporta el uso de las sales minerales de
Murashige vy Skoog (1862) como base para €l culitivo de anteras
(Sondahl v Sharp, 18978: Ascanio, 1887).

2.1.4 Condiciones Preculturales y CBulturales de la

planta v del explante

Los haploides pueden ocurrir de forma espontdnea o inducida
experimentalmente por medio de traumas. Se ha observado que
las anteras expuestas a un aumento o disminucidn de la
temperatura, dependiendo de la especie, inducen la formacldn
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de haploides ya que puede aumentar la capacidad androgenética
de la antera (Bajaj, 1884).

La aplicacién del chogue térmico fue determinante en los

procesos de callogénesis y embriogénesis de las anteras de o

arabica variedad Garnica (Ascanio, 1987). En este trabajo

los embriones desarrollados despuée de haber aplicade el
chogue térmico presentaron un alto porcentaje de haploidia

(70-80%). Aparentemente estos cambios de temperatura causan
una disolucién de los microttbulos (Hepler Y Palevitz, 1974)
y un cambio en la orientacion del huso, que causa una
divisidén anormal de las microsporas, produciendose dos
nicleos iguales en lugar del niicleo generativo vy el nticleo
vegetativo qgque se forman normalmente después de la primera
divisidén mitdtica del polen (Flores 1894). Esto trae como
consecuencia un aumento en la viabilidad del polen y rparece
aumentar el nimero de granos de polen que estdn destinados a

formar embriones (Bajaj, 1878).

Se ha encontrado aue el wuso del chogue térmico en los
botones florales es positivo en la mayor parte los cultivoe
con  los cuales se ha utilizado 1a técnica de cultivo de
anteras (Huang vy Sunderland, 1982; Ascanio, 1887; Feng vy
Wolyn, 1881; Raejendra et al, 1891; Taylor y Veilleux, 1882;
Martensson y Widell, 1883).

Algunos autores han reportado logros positivos al
colocar las anteras o granos de polen en solucliones de
sacarosa por un determinado tiempo (Zhou, 1888), provocando
un chogue osmdtico que contribuye a 1la multiplicacidén de
células. En maiz se ha encontrado gque es muy beneficioso el
sumergir las microesporas en una solucidén de sacarosa al 25%
durante 8 minutos (Kuo, 1982) siendo la concentracidén usual
en el medio de cultivo entre 9 y 15%. En cebadas =e han

obtenido beneficios wutilizando manitol al 12% (Clapham,
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1973), también se ha reportado para este cultivar, un
incremento en el nimero de anteras con callos (17%) al
aumentar las concentraciones de aztcar directamente al medio
de cultivo (B0 g/1 de maltosa) (Piccirilli y Arcioni, 1991).

Sangwan-Norreel (1877), reporta gue al someter las

anteras a varios choques se incrementa atn méds el nimero de

anteras androgenéticas de p  jppoxia Mill. Informa ademés
que la aplicacién de bajas temperaturas a los botones
florales y la posterior centrifugacidén de los grence de polen
favorecen la formacién de embriones androgenéticos en
comparaclidén con el testigo. Ascanlo (1987), encontrd que en
C. arabica wvariedad Garnica la centrifugacidén afectd
rositivamente la produccidn de callos pero no asi el proceso
de embriogénesis.

Existen otros pretratamientos que en algunoe casos han
resultado adecuados para la induccidédn de androgénesis; por
ejemplo, la inmersidn de los botones florales en agus durante
un tiempo determinado, aumentd significativamente la
respuesta androgenética de la antera (White, 1863; Piccirilli
vy Arcioni 18981).

Todos los pretratamientos se utilizan béasicemente para
provocar un estrés qgue indusca el cambio o desvio del
gametofito masculino, hacla una ruta esporofitica y evitar de
esta manera el desarrollo normal del grano de polen.

2.2 UTILIZACION DE HARPLOIDES EN FITOMEJORAMIENTO

Los haplolides casi nunca se utilizan por si mismos, a
excepcidn de las plantas ornamentales, slempre son dupliceados
antes de ser utilizados. Los 1Gltimos avances en el cultivo
de anteras ofrecen nuevas posibilidades para la aplicacién de

esta tTécnica en los programas de mejoramiento para la
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obtencidn de hibridos comerciales o interespecificos de gran
valor. Utilizando este métode se han podido regenersr
rlantas homocigotas en una generacion dando acceso a nuevas

formas recombinantes (Nitsch v Nitsch, 1970).

Dos tipos de haploides han sido descritos, los
originados de especies diploides, llamados monohaploides vy
los originados de especies poliploides, llamados
polihaploides, por ejemplo los haploides originados de (.

arabica son llamados dihaploides poraue la especie es
tetraploide.

El alcanzar la Thomocigocidad de maners réapida,
constituye una de las aplicaciones més importantes del
cultivo de anteras en el desarrollo de nuevas variedades.
Dado que la mayoria de las mutaciones son recesivas y se
enmasgcaran en los individuos diploides, los haploides
diploidizados por su condicién homocigdtica simplifican 1la
gseleccidn de los caracteres controlados por estos genes
(Collins, 1877).

El cultivo de células haploides permite sgeleccionar
mutantes con sobreproduccién de metabolitos, genotipos
resistentes a herbicidas especificos, resigtenclsa a presiones
del medio ambiente o resistencia a antibidticos (Collins,
1877), va gue es posible obtener una planta completsa a partir
de un Erupo de c¢é&lulas 2 reproducirla con estas
caracteristicas (Acosta, 1881). Los beneficios de 1la
disponibilidad de plantas haploides se extenderdn a través de
lineas homocigotas, a plantas gue se autofecundan, plantas de
polinizacidn cruzada y plantas de propagacidn vegetativa
(Acosta, 18B81).

En plantas gque =e autofecundan ez importante la

seleccidn por cruzas, de lineas puras de alta calidad.
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Despuéds de una hibridacién la restauracion ds la
homocigocidad requiere de muchas generaciones (Cornide ¢ g7
1985). Clapham (1977), seflala que en cereales se reguieren
de cinco a siete generaciones de autofecundacién o tres sfoe
para obtener un individuo homocigoto, tiempo gque se reduciria
& un afio mediante la duplicacidén de loe cromogomae de un

haploide.
En plantas de polinizacidén cruzada como Coffea
canephora, aue es fuertemente heterocigota v

autoincompatible, las semillas hibrida provenientes de
combinaciones biparentales conducen & poblaciones de gran
diversidad genética, dando como resultado un producto
heterogéneo. La necesidad de estas plentacionee clonalee de
genotipos intercompatibles, implica que estos hibridos tengan
sincronizacién en la floracidén y los nmipmos requerimientos
nutricionales (Forestier v Beley, 1888). A pesar de esto el

producto final de estas plantaciones es heterogéneo.

Debido al ciclo de produccidn largo vy la existencia de
incompatibilidad, solamente la obtencidn de genotipos
homocigotos permitirian la creacidon de hibridos genéticamente
idénticos, con heterosis maxima, facil divulgacién vy menos
costoso. Podria pensarse en obtener estos individuos
homocigotos a través de haploides diploidizsador en un plazo
aceptable (Dublin y Parvais, 1975).

El uso de haploides espontéaneos para la obtencién de
dobles haploides (DH) nos brinda la oportunidad de
desarrcollar genotipos homocigotos completos. De hecho se ha

logrado la obtencién de 800 haploides naturales de

&

canephora (Couturon, 1982: Berthaud et al, 1987: Lashermes et
al, 1993).

Cacaoc, e una planta sutoincompatible vy de ciclo
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vegetativo largo; la utilizacién de los haploides en el
mejoramiento y estudio genético del cultive es importante y
necesaria, va gque la depuracidn genética por medio de los
métodos clédsicos de autofecundaciodn v/o CrUCEes de
hermano(a)ls, enfrenta dos dificultades: la
autoincompatibilidad vy cicle wvegetative extenso (Dublin,
1978).

En China, con el empleoc de esta técnica, se han obtenido
variedades de arroz de alto rendimiento y con resistencia a
razas virulentas locales de hongos, “blast . También han
obtenido variedades con resistencia a la salinidad (Shen, et

al 1983; Yadav et al 1991).

En el caso de mejoramiento de frutalesg los haploides
perian de gran utilidad, va que las cruzas son dificiles de
llevar a cabo por los ciclos largoe, por la naturalezsa
altamente heterocigdética de la mayoria de los frutales y por
factores como la partenocarpia (Rajasekaven y Mullins 1979).

2.2 HAFLOMETODOS EN CAFE

Monaco er a1 (1977), reportan cuatro especies del génerc
Coffea, en lesg gue Be ha intentado la produccién de plantas
haploides, estas son: . arabica, en la gque se logré la
formacidén de proembriones en callos provenientes de anteras y
un crecimiento pobre en granos de polen ailslado, C.

Jiberica, donde hubo buen crecimiento de callos pero sin

lograr la embriogénesis, . racemosa, donde casi no hubo
crecimiento a partir de anteras y €. canephora donde se
reportd un crecimiento pobre. El Thibrido interespecifico,

llamado Arabusta, producto del cruce entre (. arabicay C.

canephora presentd poca proliferscién de callo, cuando se
sembraron sus anteras.
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Monaco et al. (1977) y Sondahl et al. (1991), reportan
gue el medio utilizado en las especies antes mencionadas,
estuvo constituido por las sales minerales de Murashige vy
Skoog, sacarosa (40 g/L), mio inositol (100 meg/L), tiamina-
HC1(4 mg/L), ademds de L-Cisteina-HCl (10 mg/L), Cinetina (.1
mg/L), 2,4-D (.1lmg/L), Agar (.8 g/L) y un PH de 5.8.

Estos autores manifiestan que al sembrar las anteras en
el medio y en la oscuridad a una temperatura * 25° C, se
observd la proliferacidn de callo con complemento cromosdmico
di~haploide {2x=22), en la especile . arabica, obsevandose
ademds algunas lineas celulares con complemento cromosdmico
haploide (x=11).

En el cultivo de microesporas alsladas, utilizando el
mismo medio, no se lograron repultados positivos,
informéndose que de 100 cultivares solo une mostrd

proliferacidén de células.

El cultivo de anteras aplicando pretratamiento de frio
en tres especies diferentes de café entre la que se
encontraba C. arabica y luego de una permanencls  a
temperatura ambiente durante cuatro dias obsevé una etapa de
desarrollo precoz de los microsporos vy la etapa de primera
divisidén polinieca. En estas etapas, s8e han obtenido
estructuras con varlos nicleos, algunas de las cualee tenian
un nucleo reproductor y hasta nueve vegetativos (Lanaud y
Parvais, 1880).

Ascanio (1987), reporta la obtencidn de un  alto
porcentaje de embriones haploides, utilizando como
pretratamiento el choque térmico vy un medlo caracterizado por
el acido naftalinacético (ANA).

Carneiro (1993), reporta la induccidn de embriones
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somaticos v regeneracidén de plantas en las variedades Catuai

y Catimor de ¢ asprahica, mediante el cultivo de microesporas
aisladas y anteras completas.

Neuenschwander et al (1993), lograron inducir la
proliferacion de colonias celulares haploides a partir de

microesporas aislados mecdnicamente.

El oproceso de embricgéneesle somatica en Sdvulos de (.
canephora y la regeneracidtn de plantas fue iniciado por

Lanaud (1981). 'Todas las plantas obtenidas fueron diploides.
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5. MATERIALES Y METODOS

El trabajo fue establecido en la Unidad de Biotecnologisa
del CATIE, ubicada en Turrialba, Costa Rica. La fase de
laboratorio empezdé en Febrero de 1884, ya que la floracién
mayor ocurre generalmente en los meses de Enero a Mayo. GSe
colectaron muestras de tres introducciones procedentes del
Banco de Café, localizado en Cabiria - CATIE, a una altura de
602 metros sobre el nivel del mar, v una temperatura promedio

de 23°C para los meses de febrerc a mayo de 19894.

2.1, Material Vegetal
INTRODUCCIONES M° DE ACCESION NE
DEL CATIE CROMOEOMICO
Caturra T-2308 2n=4x=44
Garnica (Mundo Novo x Caturra) T-128565 2n=4x=44
Colombia (Catimor) T-8927 Z2n=4x=44

Garnica vy Colombia son cultivares homocigotos que no son
producto directo del cruce Mundo novo x Caturra ni de Catuai
x Hibrido de Timor respectivamente, sind que fueron
seleccionados por cinco generaciones mediante

autofecundaciones. Caturra es un mutante enano de Borhon.

- Explante a cultivar

De cada uno de los cultivares, se colectaron botones
florales en diferentes estados de desarrollo, se sembraron
las anteras en platos Petri de 80 =x 15 mm vy se platearon
cinco anteras por plato. El estudio comprendid cuatro fases

principalmente:
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3.3. Fase 1= Caracteristicas fenoldgicas del botdn
floral grn relacidn al estadio de desarrollo de

las microesporas.

Se establecid para cada genotipoc 8u correspondencia
entre el estado de desarrollo del botdn floral vy el
desarrollo de las milcroesporas {pre mitdédtico, mitdHtico o post
mitético). Para ello se midid, con ayuda del papel
milimétrico, el largo vy se estimbd el ancho de los botones
florales de cada una de las introducciones en estudio. Se
obeservo el coloy del botén relacionandolo con el estado de
madurez de las microesporas. Una wvez realizadas las
mediciones, se extrajeron ias anteras, las cuales se
colocaron sobre un portaobjeto vy se maceraron con ayuda de
una barrita de vidrio (policia). Log residuos méds grandes
fueron eliminados y el material més pequefio fue tefiido con

acetocarmin al 3% (Anexo 4b).

Para esta fase se examinaron tresg botones florales por
introduceién lo que hace un total de quince anteras por
cultivar. Seguidamente se procedié al estudlo de las
microegporas, con ayuda de un microscopio de luzm, se
realizaron los contecs de las microesporas en fase de células
madres de las esporas, tétradas, uninucleados, binucleados y

granos de polen maduro.

3.4 Fase 1I: Cultivo de anteras

2.4.1 Desinfeccidn

Se probaron cuatro métodos de desinfeccidn, para lo
cual, los botones florales de las tres introducciones,
fueron colocados previamente de dos a tres minutos en agua
destilada con tres gotas de tween-8B0O, luego fueron enjuagados
dos veces con agua destilada vy colocados en alcohol al 70%
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ror un minuto y se enjuagaron con agua destilada estéril,
dentro de la cémara de flujo laminar. Inmediatamente
después, se procediéd a probar cada uno de los métodos de

desinfeccidn gue se describen a continuacidn:

A) - Hipoclorito de calcio al 1% por 25 minutos.
- HEnjuagar con agua bidestilada estéril. 3 veces.
- Sumergir en una solucidn estéril de L-cysteina
HCL (10 mg/1l), (Ménaco, et al. 1877}).

B) - HgClZ al 0.1% por 4 minutos.
- Bumergir en L-cysteina al 0.1% por 10-15
minutos.
-~ Enjuagar con agua estéril 4-5 veces,
{Raghuramulu 1889).

C) — Hipoclorito de calecio al 8% por 19 minutos.
~ Enjuagar 3 veces con agua destilada estéril.
- Colocar en una solucidn de L-cisteina estéril

{50mg/L) (Dufour, com. personal).

D) — Hipoclorito de Calcio al 25% por 5 minutos.
- Enjuagar 4 veces con agua destilada estéril.
- Se colocaron en una solucidén con cisteina
(B0mg/1) v Benomil (500 mg/l), (Ascanio 1887).

Todas las anteras una vez desinfectadas fueron sembradas
en platos Petri (80 x 15mm), conteniendo el medio Ascanio 1
(Anexo 1b), =se sembraron cinco anteras por plato. Se
utilizaron treinta anteras por repeticidn, v cada
desinfeccidén tenia tres repeticiones por introduccidn. Lo
que hace un total de 90 anteras por introduccidn y por

tratamiento.
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La siembra de las anteras se realizdé en la cémara de
flujo laminar, flameando todo el material que se usd para la
digeccidn de las mismas. Es importante sefialar gqgue, al
efectuar la diseccidn, se wutilizd pinzas especiales de
microscopia electrdnica, debido al pequefic tamafio de las
anteras, Se procedidé a realizar wuna incisidn horizontal
sobre la antera, se separan los pétalos gque las envuelven y
se toman con mucho cuidado vya gque pueden ser facllmente
dafiadas. Debe sacarse el filamento entero, para ello debe

cortarse desde la base donde esgtd adherido.

Z.89. Fase 111: Pre Tratamientos o Metodos

Freculturales.

Una vez logrado el método més adecuado de desinfeccidn

se evaluaron los siguientes pretratamientos:

F.90.1 Chogue Térmico:

Los botones filorales fueron sometidos a dos regimenes de
temperatura (H°C y 28°C) para tratar de inducir cambio{s)
androgénico(s). Los tiempos de exposiclidn a estas
temperaturas fueron de dos, cuatreo y ocho dias; también se
utilizé un control, donde 1las anteras traidas del campo,
fueron sembradas directamente en el medio de cultivo y no
Iuveron expuestas a ninguna veariesciodon de tempersatura. De esta
forma quedaron conformados siete pretratamlientos con tres
repeticliones para cada cultivar. Cada repetlcidn estuvo
constituida por treinta anteras haciendo un total de 80
anterae por pretratamiento.

T1 Control (sin choque térmico).

T2 5°C por 2 dias.

T3 bB°C por 4 dias.

T4 5°C por B dias.

T6 28°C por 2 dias.



Te 28°C por 4 dias.
T7 28°C por 8 dias.

Este pretratamliento se efectud a los tres cultivares en
estudio. Las anteras asi tratadas fueron sembradas en el
medio simple de Murashige y Skoog (ML) (Anexo la) y medlo de
Gamborg (B-5) (Anexo 2a). Los pretratamientos fueron
evaluados a los 15 y 30 dies por medioc de cobservaciones
morfoldégicas yv estudios histolégicos. Agquellas anteras que
dieron respuestas fueron pasadas al medio de Yasuda (Anexo

2b) v Pierson {(Anexo 1lb) v colocadas en la oscuridad.

3.0.2 Chogue Térmico v Centrifugacidn

Lo botones florales fueron sometidos a un chogque
térmico de 5° C durante dos tiempos de exposicién: dos vy
cuatro dias y a tres tiempos de centrifugacidon (3,000 rpm en
una centrifuga refrigerada), durante veinte, cuarentse vy
segenta minutos. Se utilizaron tres repeticiones por
tratamiento, lo que hace un total de noventa anteras para
cada introduccidn y cada tratamiento. A continuacién, se
detallan los pretratamiento aplicados a los botones florales

de cada una de las intoducciones:

T1 Centrifugacidén por 20 minutos.
TZ Centrifugacidn por 40 minutos.
T3 Centrifugacion por 60 minutos.
T4 5 °C por 2 dias + centrifugacidn por Z0 minutos.

T6 5 °C por 2 dias + centrifugacidn por 40 minutos.

T6 5 °C por 2 dias + centrifugacidn por 60 minutos.
T7 5 °C por 4 dias + centrifugacidn por 20 minutos.
T8 & °C por 4 dias + centrifugacidn por 40 minutos.
T9 5 °C por 4 dias + centrifugacion por 60 minutos.

T10 Sin tratamiento térmico ni centrifugaciodn.
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Todos los tratamientos antes descritos fueron sembrados
en el medio simple de Murasghige y Skoog (MS) (Anexo la) v el
medio de QGamborg (B~5) (Anexo 2a), y colocados en la
oscuridad a una temperatura de 28°C % 2°C. Las evaluaciones
se realizaron por medic de observaciones morfolégicas e
histoldégicos a los 15 y 30 dias.

3.3.3 Chogue ocsméatico

Para este caso, se colocaron treinta anteras en dos
concentraciones de sacarosa: 204 v 40% como se describe a

continuacion.

Tl Sacarosa 20% por 1 hora.
T2 Sacarosa 40% por 1 hora.

T3 5in control ocemdtico.

Al igual gue en los casos anteriores los explantes
después de tratados fueron sembrados en el medio de Murashige
y Skoog (M) v B-5 (Anexo 1la y 2a) para su evaluacién
morfoldgica e histoldégica. La evaluacidn se realizd a los 15

dias después de sembrados.

A.6 Fase IV: Medios de Cultivo.

.61 Inducciodn de Callos.

El medio més utilizado en café para cultivo de anteras
es el de Murashige y Skoog el cual se utilizé con diferentes
concentraciones de auxinas y cltoguininas. También se probd
el medioco de Gamborg (B-5), al cual se le afiladieron
diferentes concentraciones de auxinas y citoguininas (Cuadro
1).
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Cuadro # 1

Medios de Auxinas Citogquininas
Cultivo (mg/1) {mg/1)
MS B-5 2,4-D AIB CINETINA
M1 2.0 1.0
M2 2.0 0.5
M3 4.0 1.0
M4 4.0 0.5

M5 1.0 0.5

M6 1.0 1.0

M7 2.0 0.5

MB 2.0 1.0

Para la realizacién de esta fase s8e utllizaron todas
aquellag anteras que no dieron respuestas con los medios de

cultivo simples, los cuales no contenian ningtn tipo de

hormonas.
3.8.2. Induccioon de embriones.
Una vez observado el c¢crecimiento del cecallo, se

utilizaron los siguientes medios para tratar de inducir el
desarrollo de embriones:

a. Medio de Yasuda, (Anexo 5) el cual contiene ademés de
loe macro y micro elementos de Yasuda, FeEDTA (5ml/1),
Tiamina (10ml/1)., Inositol (10Cg/1l), Piridoxina {(lmg/l), Ac.
nicotinico {(1mg/1}, Beneil amino purina (1.12mg/1),
FeS04.7THZ20 (5.57g/1)+ NaZBEDTA (7.4g/1),8acarosa (30g/1),
Gelrite (28/1), v pH ajustado en 5,6,

b. Medio de Pierson,(Anexc 6), el cual estd compuesto
por los macro y micro elementos de MS/Z2, Tiamina (10mg/1l),
solucidén madre de FeEDTA (anexo ), Cisteina (50mg/l), Mio-
inositol (100mg/l), Caseina hidrolizada (100mg/ly, 2-4iP
{(lmg/l), AIB (G5mg/1l), sacarosa (30g/l), gelrite (2g/1) v pH
ajustado a 5,86.



27

3.4.5. Condiciones del Cultivo

- Los Tratamientos sembrados en los medios Ascanio I,
MS, B-5, Pilerson y Yasuda se colocarocon en la cémara
de crecimiento en completa oscuridad a una
temperatura de 28°C * 2°C.

Z.7. EBTUDIOS HISTOLOGICAOS

Los estudios histolégicos para todas los estudios se
llevaron a cabo en el laboratorio de Histologia en la Unidad
de Biotecnologia. Las muestras para fueron fijadas en FAA y
otras en glutaraldehido (Anexo 3b) por 4B horas y 12 horas
respectivamente. Luego fueron sometldas a un proceso de
deshidratacién en una serle ascendente de alcohol (Anexc 5a),
para resgina hasta alcohol absoluto, siendo luego incluidas en
parafina e historesina y posteriormente se realizaron cortes
de los blogues, de 8 v 3 micras de espesor con un microtomo
de rotacién v de resina respectivamente. Las muestras fueron
tefiidas con la técnica de Cuadruple coloracidn (Anexo 44) vy

observadas al microscopio de iuz para su evaluaclon.

F.8. VARIABLES A MEDIR

Z.8.1 Fase 1:

- Conteo de microesporas en estado de células
madres del polen, tétradas, uninucleado,
mitotico, binucleado y grancs de polen maduoros.

3.8.2 Fase I1:

- Porcentaje de anteras contaminadas y no
contaminadas.
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- Porcentaje de anteras parcialmente oxidadas.

- Porcentaje de anteras totalmente oxidadas.

- Porecentaje de anteras no oxidadas.

- Porcentaje de microesporas viables. Para esta
variable se tomaron muestras al azar.

-~ Porcentaje de anteras con callos.

2.8.5 Fase I111:

- Forcentaje de anteras que sobreviven.

- Porcentaje de microesporas en divisién.

— Porcentaje de anteras que produjeron callos al
tiempo n.

Z.B.4 Fase IV:

~ Porcentaje de callos que produjeron embriones.
- Nimero de callos gque aumentaron su tamafio o

mostraron crecimiento.

3.9 DISE=GC EXPERIMENTAL Y ANILISIS ESTADISTICO.

Loe ensayos fueron evaluados de manera independiente vy
los tratamientos se dispusieron en un disefio Completo al Azar
con arreglo factorial. También se utilizd un andlisis de
medias ajustadas (Steel y Torrie, 1985).

Para determinar s8i existen diferencias entre los
tratamientos se procedid a realizar un andlisis de varianza.
Ademas, se aplicd la prueba de Duncan y Tukey's, entre
aquellas variables gue fueron significativas. BSe realizaron
transformaciones arco eeno en loe datoes de la fase II y II1 ¥

raiz cuadrada en la fase 1IV.



4. RESULTADOS ¥ DISCUSION

4.1. Estado de desarrocllo de lazs anteras

En general, para las +tres introducciones, {Garnica,
Caturra y Colombia, los botones florales de seis milimetros
presentaron una coloracidn verde intensa, los de siete a
nueve milimetros presentaron una coloracidn verde
amarillenta, mientras que los botones florales de diez
milimetros y mds, eran de color blanco crema (Fig. 1). El
tamafio madximo de los botones, antes de la apertura es de 18

mm aproximadamente.

En 1la mayoria de las especies, asi como en café
(Ascanio 1887), el estadio de desarrollo del grano de polen
exitogo para la obtencién de haploldes, es el estadio
uninucleado. Bin embarge, la observacidn microscodpica de
cada antera no es factible ¥y e8 necesario tener un método
simple de reconocimiento gque nos permita conocer el estado
de desarrollo, basado en marcadoresg fenoldgicos tales como
el color v/0 el tamafic del botén £floral. Lakshmana et al
{(1987), realizaron un estudic en Feltophorum pterccarpun,
para correlacionar factores morfolégicos del botén floral
con el estado de desarrollo de la antera, v encontraron que
el cambio progresivo del color de 1la antera era un buen
indicador de su madureaz. En nuestro caso el poder
relacionar el color con el tamafio del botén floral de
nuestro interés, noe permitid colectar en el campo el

material adecuado con mayor seguridad.

De acuerdo & las observaciones reallzadas al
microscopic de luz, se puede apreciar que la
microesporogénesis se desarrolla con una secuencia de

eventos; se nota primero la presencia de microesporocitos,
los cuales por meiosis dan origen a las tétradas. Ellas se
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Fig. 1 Tamafio de los botones florales para cada una de las
introducciones. A. Garnica; B. Caturra; C. Colombia
D. Aspectos generales del tamafio del botdn seleccionado
Las flechas indican el tamafio del botdn utilizado.
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caracterizan por la presencia de cuatro microesporas con su
respectiva pared, agregadas eén forma de tetraedro Vv
encerradas dentro de una pared especilal, constituida de
calosa (Fig. 2A vy 2B}, Seguidamente, pe observan
microesporas que recién acaban de ser liberadas de la pared
de calosa, por la aceién de una enzima especial, la calasa ¥y

gque se caracterizan por una delgada capa de exina. En este

estado, la microespora es esférica y se aprecla el niacleo en
posicién central, el citoplasma es denso (Fig.2C). Luego la
capa de exina se vé mas gruesa (estd formada por compuestos
1iberados por el tapete), la microespora adgquiere una
polaridad: el nicleo se coloca a un extremo de la célula y
pequeflas vacuolas se agrupan al extremo opuesto. Este

estadio precede la mitosis polinica.

Estados méas avanzados en el desarrollo de la
microespora, muestran una célula binucleada, donde uno de
los nlucleos es grande (vegetativo) V¥ el otro es pequefio
(generativo), ubicado més cerca de la pared (Fig. 2D); es el
"estado binucleado”, en el cual las dos células son
realmente distintas. Finalmente, e observan granos de
polen con una capa de exina gruesa V¥ ornamentada que
imposibilita la observacién de Bu egtructura interna al
microscoplio de luz. Aqui es importante mencionar que los
diferentes colorantes utilizados no lograron penetrar la
pared ¥ lo Gnico que se colored fue la ornamentacidén de la
misma Vv muy levemente el ciltoplasma. Para evitar este
fentmeno, se puede dejar el material en un fijador

histoldégico antes de colorearlo.

Trabajos realizados por Ascanio (1887), permitieron
determinar que el eatado adecuado para inducir la
androgénesis en café, es cuando la microespora se encuentra
en estado uninucleado, ya gque las microesporas én épta

etapa, presentan una pared celular relativamente delgada lo
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Fig. 2 Estados de desarrollo de las microesporas.
A. Microesporocitos (20x): B. Tétradas (20x); C. Estado
Uninucleado (20x), recuadro ntucleo y nucleclo (40x); D.
Estado Binucleado (20x por 1.6x).
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cual las hace mas receptivas a estimulos externos. Roca et
al (1981), =soestienen que la razdén principal para preferir el
estade uninucleado, es gue el nlcleo se encuentra en el

estado ideal para resgponder al estrés aplicado.

Cuadro 1. Porcentaje de microesporas de café, en los
diferentes estados de desarrcllo, para las
tres introduccicnes en estudio.

Tamafio mm. Cal. Madras Tatradas Uninucleado Binmaclaado P.Madure
Cultivar (%) (%) (%) ] (%>
Colombia

6 93.8 1.5 4.7 0 0

7 ag.5 0.5 60.9 0.6 0

8 C .2 98.8 0.8 0

g 0 0 91.2 1.8 7.2

10 0 0 30.5 4.2 65.3
Caturra

6 18 5.2 73.5 3.3 0

7 0 1.9 94.1 1.8 2.2

8 0 1.2 12.1 0 43.7

9 0 O 36.8 1.0 62.1
Garnica

8 96.6 0.9 2.5 0 O

7 15,1 34.4 39.3 0 6.2

8 Q 0.2 BO.5 0.1 19.2

9 0 0 12.6 0 87.4

En el cuadro 1 se observa gque el nimero de tétradas
encontrado fue mucho menor que el de estado uninucleado.
Debido a que éstos estados son de corta duracidén y por lo
tanto dificiles de obhservar, es posible que la hora del dia
a la cual se realiza la recoleccidn del material esté
relacionada con el mayor o© mencr porcentaje de estados
encontrados. Ademés, se pudo notar que para una misma
longitud de anteras, algunas se presgentaban mé&s aplanadas,
indicando asi un estado més inmaduro.

En el desarrollo de las microesporas, se observd, en
loa tres cultivares, la presencia de diferentes estados, aun

en un mismo botén floral v, frecuentemente, dentro de una
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misma antera, lo que complica el poder correlacionar el
tamafio del Dbotdn Ffloral con un determinade estado de
desarrollo de las microesporas. Eso implica gque en botones
florales de seis a nueve milimetros podemos encontrar
microesporocitos, tétradas, microesporas en estado
uninucleado y/0 binucleado v grancs de polen maduro. Sin
embargo, lo que varia es el porcentaje de cada una de estas
fages en el botdon floral (Cuadro 1). Esto coincide con los

resultados de Raghavan (1878}, quién trabajando con

Hyoscyamus niger (Hebano), encontré gque la proporcién de
anteras eficlientes o productivas variaba entre las anteras
de botones florales de una misma edad y atin entre anteras
del mismo boton floral.

Como resultado de este estudio, se tomaron botones
florales en los cuales las microesporas estuviesen en mayor
porcentaje en estado uninucleado: para Garnica botones de
Bmm, Caturra de 7Tmm v para Colombia de 8 v 9 mm.(Fig. 3).

120

EABE LMINUGLEADA (%)

TAMARO (rreni)

— Cahara -+ Gamica ¥ Colombia

Figura 3. Porcentaje de microesporas en estado
uninucleado en tres introducciones
de Coffea arabica. CATIE, Costa Rica.
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Diferentes autores, itrabajando con cultivos como arroz,
repollo, esparrago, frutales v otros, coinciden en que la
fase uninucleada tardia (nicleo parietal), es la mas
recomendable para la induccién de la androgénesis (Chauvin,
et al. 1993; Feng vy Wolyn, 1891; Chen, 1877). En estudios
realizados en papa, el tamafio del botdn floral escogido fue
adquel donde las microeasporas estaban en fase uninucleada o
de tétradas (4-Bmm) (Tiainen, 1892). En nuestro caso, el

estado uninucleado es el gue nos interesa.
4.2 METODOS DE DESINFECCION

Los cuatro métodos de desinfeccibn propuestos
inicialmente {A,B,C,D), se encuentran béasicamente
compuestos por:

A. Hipoclorito de calcio al 1% por guince minutos.

B Cloruro de mercurioc al 0.1%¥ por cuatro minutos.
C. Hipoclorito de calcio al 8% por quince minutos.
D

Hipoclorito de calcio al 25% por cinco minutos.

El hipoclorito de calcio se le consildera como un buen
desinfectante, v resulta menos téxico para el material que
el hipoclorito de sodio, yva gue se& acumulan menos residuos

sobre el material.

El ¢loruro de mercurio, e2 un reactive de alto rieego,
clasificado como cancerigeno, su uso debe ser limitado vy es
neceearioc el usc de guantes de hule para su manipulacidén.

El método A se descartd debido a que en las pruebas
preliminares las anteras no regpondieron & esta
desinfeccidn, encontriandose hasta un 85% de contaminacidn de

los materiales.
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4.2.1 Evaluacidn a los siete v guince dias.

4.2.1 Contaminacidn
El método de desinfeccidén que did mejor resultado fue
el C, donde los cultivares Colombia vy Garnica presentaron
los niveles més altos de anteras no contaminadas en ambas
fechas de evaluacidn.

El andlisis de varianza aplicado a los métodos de
desinfeccidén permitid detectar diferencias significativas,
entre cada una de las desinfecciones del cultivar Garnica.
Para el cultivar Colombia, no hubo diferencias entre las
desinfecciones D y B pero g1 entre estas dos con la
desinfeccidn €. Durante la segunda evaluaciodn la
desinfeccidén C se confirmé como el mejor método para ambos

cultivares (Cuadro 2; Fig.4).

ANTERAS NO GONTAMINADAS (%)

=]
0
=}

DESINFECCIONES

M Catura S Gamica 8 Colombia

Fig. 4 Métodos de desinfeccidn aplicados a
tres cultivares de café, para la variable
anteras no contaminadas. BEvaluacién a los
gliete dias.

En el caso del cultivar Caturra, no existieron
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diferencias significativas (Pr > 0.17689), entre los métodos
de desinfeccion por el namero de anteras no contaminadas
(Figura 4). Los tres métodos de desinfeccién B, Cy D

muestran un comportamiento similar, manteniéndose la

tendencia observada durante la primera evaluaciodn.

3

8 8 8 8 B8

ANTERAS NO CONTAMINADAS (%)
3

o

BESINFECCIONES

Boarunna Seannaca BocoLoumia

Fig. 5 Métodos de desinfeccidn aplicados a
tres cultivares de café, para la variable
anteras no contaminadas. Evaluacidn a los 15
dias.

Cuadro 2. Porcentaje de anteras no contaminadas en cada
método de desinfececidtn por introduccidn.
Evaluacion a los 7 diss,

Métodos de Deginfeccidn

B C D
Colombia 17.8 54.4 23.2
PFr>0.,0223%
Caturra 70 42 .2 40

Pr3>0.0932

Garnica 57.7 B87.8 31.1

Fr>0.00418%
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La evaluacidén realizada quince dias después de la
siembra del material, permitié establecer que hubo un
pequeiic aumento en la contaminacidn, con respecto a la
evaluacidn efectuada a los siete dias. La contaminacidén se
debid a Dbacterias yv sobre todo a hongos, gque rédpidamente

contaminaron el resto del material.

4.2.1.2 Onidacidn

Es importante mencionar que los tres métodos de
desinfeccidén causaron la oxidacién parcial o total de
algunas de las anteras de los diferentes materiales
utilizados. Asi, el método D fue el gque presentd los
porcentajes mde altos de oxidacién, mientras que el C did
los porcentajes mds altos de anteras no oxidadas (Cuadro 3).

Esta apreciacidén es valida para ambas evaluaciones.

Cuadro 3. Porcentaje de anteras no oxidadas para cada
desinfeccidn por introduccidn.

INTRODUCCIONES
Desinfecciones Caturra Garnica Colombia
B 12.0 6.0 0.8
C 34.0 12.0 2.2
D 0.8 0.8 0.0

Este fenémeno fue reportado por Ascanio y Arcia (18984),
quien observé que las anteras gue no mostraron respuestas de
crecimiento se oxidaron posteriormente al inicio del
cultivo.

La oxidacién pudo ser una respuesta del material a los
reactivos guimicos utilizados en la desinfeccidn, influyendo
el tiempo de exposicidn v/o la concentracidn de los mismos.
También pudo ser producto de la manipulacién previa a la
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siembra va gque las anteras tilenden a oxidarse al contacto
con las pinzas de acero. Bl cafeto posee una alta
concentracidon de compuestos fendlicos los cuales se oxidan y
producen acumulacidén de guinonas, que did a las anterags una

coloracién marrdn (Scondhal y Sharp 1879).

El andalisis histclégico por el método de maceracidn de
las anteras oxidadas o parcialmente oxidadas de 1los tres
cultivares, permitld la ocbeervacidn de un numero reducido
de microesporas. Las microesporas posiblemente pasaron por
un estado de descomposicidn normal antes de la evaluaciodn,
por lo que cada vez que se hicieron los macerados, éstas
practicamente no se observaron. La desinfeccidn tamblén
pudo haber influido en el deterioro de algunas microesporas.
En los cortes histolégicos, lo tGnico gque fue posible
observar fueron las paredes de la antera, en un estado
avanzado de deterioro vy muy pocas megaesporas en buen

estado.

4.2.1.3 Formaciadn de Callos

La evaluacidén del comportamiento de las anteras de los
diferentes cultivares, permitidé obeervar el desarrollo de
callos en anteras no oxidadas yv parcialmente oxidadas. Al
igual que sucedid con las variables medidas anteriormente,
el tratamiento C fue el que produjo el mayor nimero de
anteras con callos (Fig.8). Esto puede ser explicado como
un efecto no dafiine del hipoclorito de calcio a los tejidos
de la antera cuvandoe se usa al 8% por 15 minutos. La
desinfeccidn D, que corresponde al hipoclorito de calcio al
25% por cinco minutos, produjo cantidades intermedias de
anteras con callos comparado con los tratamientos B y C.
Esto pudo ser causado por la alta concentracidén del
hipoclorito de calcio (tres veces mayor que en el

tratamiento C) ¥y no por el tiempe de exposicidn.
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En general al utilizar la desinfeccidédn B se obtuvieron
ios menores porcentajes de formacidén de callos para los tres
cultivares, debido tal vez a la toxicidad que presenta el

clorurce de mercurio para los tejidos vegetales.

2
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ANTERAS OOBN CALLOE 34
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DESINFECCIONES

W CATURRA SIQARNICA BB COLOMBIA

Fig. 8 Evaluacion de tres métodos de
desinfeccidn utilizande la variable ntmero de
callos en tres cultivares de café.

Evaluacion 7 dias.
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Fig. 7 Comparacion de tres métodos de
desinfeccidn mediante la variable produccidn
de callos en tres cultivares de café.
Evaluacidon a los 15 dias
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En Caturra y Colombia las desinfecciones B v D se
comportaron de Meners gimilar, mostrando diferencias
Unicamente con la desinfeccidén C, donde se obtuvieron los
mejores resultados. Esto fue corroborado por el analisis
estadistico que mostrd que para estos cultivares hubo
diferencias significativas y altamente significativas en la

formacidén de callos.

El cultivar Garnica, fue el inico que mostrd
diferencias, en cuanto a la produccidén de callos para los
tres tratamientos de desinfecciodn. Este cultivar reacciond
mejor con  la desinfeccidn C; gin embargo, exhibid
diferencias entre los tratamientos B y D contrario a lo que
sucedié con los otros c¢ultivares para los cuales no hubo

diferencias entre estas desinfecciones (Fig. 6 y 7).

Garnica y Colombia, fueron los cultivares que dieron
respuestas mas satisfactorias en cuanto a la formaciéon de
calios, utilizando el método C de desinfeccidn {Cuadro 4).

En el caso del cultivar Caturra, la produccion de callo fue
muy parecida para las tres desinfecciones; el andlisis

estadistico sefialé aque no hubo diferencias significativas

Cuadro 4. Porcentaje de callos producidos, mediante el
usc de tres métodor de desinfeccién, evaluados a
los siete ¥ quince dias.

Total de B C D

Anterag 7 biaw 1% Diaw 7 Diaw 19 Diaw 7 Dianm Ab Diaw
g0+ % % %

Colombia 5.6 7.8 41.1 53.3 10.1 10.1

rrro.0117n

Caturra 7.8 11.1 31.1 40.0 12.2 14.4

Prr>0.0l14%
Pr>o.A118

Garnica 2.2 7.8 50.00 ©94.%2 40.0 45.6

Pr>0.00033%
Pro0,0013%2

+Total wn Barnica 120 antaras.
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entre las desinfecciones en la segunda evaluacidén. Se puede
cbservar que a pesar de egta similitud, la tendencie apunta
hacia la desinfeccién C (Fig.7).

Los callos, en los tres métodos de desinfeccidn, se
desarrollaron en algunos casos directamente de la pared de
la antera, en otros en la base de la cicatriz del filameto o
bién a partir del interior de la antera (Fig.8). En este
ultimo caso, los léculos de la antera se abrieron dando paso
a la formacidn del callo vy dejando expuestos los granos de
polen, algunos de los cuales se desprendieron v quedaron en
contacto directo con el medio de cultivo; lo que fue més
evidente en anteras del cultivar Garnica. El callo era de
color blanco~crema, de apariencia friable v por su aspecto
inicial parecia ser embriogénico. Este tipo de callo fue
detectado después de 12 semanas, esto coincide con 1los
resultados encontrados por Ascanio (1987). Estos callos se
transfirieron a los medios de Pierson y Yasuda; sin embargo,
no se observéd ningtn cambio en ellos. Esto pudo haber
ocurrido por un agotamiento dei medio yv/o una pérdida de la
capacidad embricgénica, antes de vrealizarse el cambic de
medio. Una vez cambiados a medio de Pierson y Yasuda
los callos no mostraron mayor desarrollo. En el medio de
Yasuda algunos callos adguirieron una coloracidén marrdn

claro, después de cinco a seis semanas de cultivo.

Las caracteristicas observadas en los callos de café
concuerdan con lag degcripclones realizadas por Maheswaran y
Williams (1985), gulienes afirman que los callos
embriocgénicas de cualguier especle poseen caracteristicas
comunes, Ccomo la réapida divisidn, células pequefias,
contenido citoplasmatico denso, ntcleo grande con nucleclos
prominentes y muchos granos de almiddén. En café, el callo
embriogénico presenta una coloracidn emarille palido,

apariencia friable, sus células son tipo meristemdticas,
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Fig. 8 Desarrollo del callo a partir de la(s) antera(s).

A. Callo que se forma esobre las paredes (epldérmico);
B. Formacidén a partir de la base de la cicatriz del
filamento; C. Formacién a partir del interior de Ila
antera.
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citoplasma densoc con alto contenido de ARN, ntcleo central
grande con un nucleolo dnico, pocas vacuolas pero con
contenido de almidén (Michaux et al, 1985).

4.2.1,4. Viabilidad de las microesporas.

Para 1la segunda evaluacién de la viabilidad de las
microesporas se tomaron cuatro anteras al azar. En el
cultivar Caturra no hubo diferenciae de viabilidad entre loe
tratamientos (Fig.1i0). En el caso de las introducciones
Colombia y Garnica, la desinfeccién C fue ligersmente mejop
v 1a viabilidad de las microesporas fue diferente
dependiendo de la desinfeccidén utilizada. Asi, se puede
observar que la viabilidad para la introduccién Colombia fue
mayor con la desinfeccidén C vy para Garnlica con la
desinfeccidn B (figura 10).

Cuadro 5. Porcentaje de viabilidad de las microesporas,
slete v quince dias después de la siembra del

material.
Cultivar Desinfecciones (%)
B C b

Vieble Vieble Viable
Garnica + 66.1 99.4 80.8
{12855) ++ 48.8 a2.7 24.5
Caturra + g93.7 g82.8 897.3
(2308) ++ 85.4 58.0 58.7
Colombia + 93.2 93.9 81.0
(BG27) ++ B85.2 66.2 2.2

+ Evaluacidn a los siete dias.
++ Evaluscidn & loa auince disag.

Bl analisis microscdpico de cuatro anteras
seleccionadas al azar, para cada cultivar, mostrd una gran

cantidad de granoa de polen viables, en comparacidén con los
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Fig. 9 A. Comparacién de las microesporas viables {(v) ¥ no

viables {(nv). Obsérvese la diferencia en tamalio v
contenido citoplasmdatico; B Aumento en tamafio y
contenido citoplasmatico de las microesporas.

Obsérvese el nucleo y nucleclo en el recuadro interior.
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no viakles (Cuadro 5). La viabilidad se midid, utilizando
el reactivo de Alexander el cual tifle de color rojo los
viables y celeste 1los no viables. También se usd el
Acetocarmin que tifie de rojo los grance viables. Loe granoe
de polen poseian un balance nucleo - citoplédsma alto, con
miclec ¥y nucleoclos grandes vy un citoplasma denso (Fig.9b).

Algunas microesporas presentaron también, gran cantidad
de granos de almidén, lo cual se comprobd utilizando el
colorante lodo vyoduro (IKIz). Este colorante tiene 1la
propiedad de tefiir el almidén en marrdn oscuroc. Algunos

granos de polen crecieron de dos a tres veces su tamafio

normal v aumentd en ellos la concentracidén de almiddédn. Sin
embargo, no se observd ningin tipo de divisién celular
(Fig.9). Este aumento en la cantidad de almidon puede
hacernos pensar en un aumento en el metabolismo de las
microesporas, lo gque pudiera considerarse como preparacidn
para la divisidn mitética. Dawkineg y Owens (1893), reportan
que en el caso de gimnospermas se ha encontrado la presencia
de gran cantidad de almiddn 24 horas antes de la germinacién
in vitro del grano de polen. Dexheimer, citado por Dawkins
y Owens (1883), informa gue en Angiospermas la germinaciédn
in vitro del grano de rolen no estd acompafiadsa de
acumulacién de almidén y 4que el nhGcleo generativo se
encuentra préacticamente inactivo en comparacidn Bl

vegetativo.

Considerando todas las variables estudladas es
importante hacer notar aue independientemente del método de
deginfeccion empleado, todas las anteras evaluadas
prresentaban oxidacidn parcial o total. Esta oxidacidn no
impidié el desarrollo de callos sobre las paredes de la

antera, ya que inclusive para el cultivar Garnica el
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tratamiento de desinfeccién B mostréd un aumento en el
porcentaje de callos con respecto a la evaluacidn efectuada
a los siete dias (cuadro H).

Por otro lado, se observd que algunas anteras poseian
gran cantidad de polen, mientras gue otras del mismo
cultivar o cultivares diferentes, tenian pocos granos. Esto
hace que el total de granos de polen estudiados por
desinfeccidn, muestre diferencias entre si.

Polan Viables [%)

M Catora N Gamica B Colombia

Fig. 10 Evaluacidén de tres métodos de
desinfeccidén, midiendo la wviabilidad de 1las
microesporas en tres cultivares de café.
Evaluacién a los 15 dias.

Sin embargo fue siempre el método de desinfeccidn C el que

dié mejores resultados para los tres cultivares en estudio.
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También, debemos mencionar que, los mejores callos se
obtuvieron a partir de anteras parcialmente oxldadas.
Algunas anteras que manifestaron un 100% de oxidacién
desarrollaron un callo incipiente que no evolucloné,
mientras que el callo desarrollado sobre anteras
parcialmente oxidadas fue relativamente grande, de color
crema claro y de consistencia friable, igual al que se
encontrd a los siete dias de evaluaclidn (Fig.B). Los
estudios histoldgicos mostraron que estos callos estaban
formados por celulas largas con POCO contenido
citoplasmédtico ¥y algunas redondas con muchc almidén, dando
la apariencia de células con poca posibilidad embriogénica.

Entre los siete v guince dias se observé un aumento
considerable en 1la mortalidad de las microesporas,

utilizando los tres métodos de desinfeccidn (Fig. 10).

Los resultados anteriores se vieron reflejados,
también, al momento de hacer los conteos generales de
microesporas gue habla en cada una de las anteras evaluadas.
Fue notorio que las que se evaluaron a los slete dias tenian
un mayor numero de microesporas gue aguellas evaluadas a los
quince dias. Conforme pasa el tiempo, las microesporas se
deterioran y es posible que algunas de ellas se destruyan al

momento de efectuar la maceracidén (Cuadro H).

4.3. PRETRATAMIENTOS

4.3.1. Chogue Térmico.

En este ensayo, las anteras de los tres cultivares en
estudio se sometieron a diferentes temperaturas (5°C, 28°C)
por diferentes tiempos (0, 2, 4, y B dias) y posteriormente
se sembraron en dos medios de cultivo (M8 y B-H). Se
hicieron dos evaluaciones a los gquince y treinta dias,

notandose poca diferencia en las observaciones; razén por la
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cual se procedid a realizar un andlisis global de los
resultados. Analizando el desarrolle de callos se encontré
que no hubo diferencias significativas entre las
introducciones. Esto es, que 1los cultivares Garnica,
Caturra y Colombia tuvieron respuestas parecidas ante el

choque térmico y los medios de cultivo.

Los pretratamientos, los medios de cultivo v la
interaccidén de ambos mostraron diferencias altamente
significativos. Los pretratamientos fueron identificados
del uno al seis; donde los pretratamientos uno, dos y tres
no muestran diferencias con el control, mientras que los
pretratamientos cuatro, seis ¥ cinco muestran diferencias
altamente significativas con el control (cuadro 6). El
modelo estadistico utilizado explica en un 94% los

resultados obtenidos.

Cuadro 6. Prueba de Dunnett ' s. Comparacidén de los seis
pretratamientos vs el control ante la variable
produccién de callos para tres cultivares de
Coffea arabica

Tratamiento Limite Diferencia Limite
Superior entre medias inferior

1 - 7 -1.811 -3.003 1.804

2 - 7 -2.403 -0 .585 1.212

3 - 7 -2.421 -0.614 1.183

4 ~ 7 =7.2986 -5.489 -3.681%kx%x

5 - 7 -8.259 ~6.482 -4 . 584Kk

6 - 7 -8.289 ~6.492 -4 . BB4%kx

Las anteras controles (sembradas sin pretratamiento),
desarrollaron un ntmero mayor de callos, en comparacién a
las anteras sometidas al choque térmico de 28°C. Esta
diferencia resultd mds notoria cuando las anteras fueron
sometidas a 28°C por cuatro u ocho dias. Las anteras que

fueron sometidas a temperaturas de 5°C por dos, cuatro vy
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ocho dias también desarrollaron cantidades de callc iguales
0 parecidas al testigo (Cuadyo 7). El medio de cultivo
donde se desarrolld un mayor nimero de callos fue el medio
B-5, en comparacién al medio MS donde 1la respuesta fue
menor. La diferencia entre los medios de cultivo segian
Boocon y Gibod (1989), radica badsicamente en el balance
iénico de los mismos. En el medio de Gamborg la
concentracidn idnica total es de 60.2 um en comparacidn al
medio MS cuya concentracién es de 93 um. Otro aspecto
importante es el balance de nitrogeno amonio de 1.891 para MS
v de 12.850 para B-5 lo que pudiera favorecer el desarrollo
de las microesporas. La concentracién de iones Cl es mayor
en el medio M3, esto pudiera ser to6xico para las

micreoesporas y contribuir a su destruccidn (Anexo 5b).

La prueba de Tukey agrupa los tratamientos en dos
grupos: el primero formado por el control, v los
rratratamientos uno, dos y tres, lo que nos indica que las
respuestas de estos tratamientos al desarrollo de callos es
similar al control. El otro grupo estd compuesto por los
tratamientos cuatro, cinco vy seis ﬁCuadro 7). Las anteras
gue fueron sometidas a temperaturas de 28°C, reacciocnaron
muy levemente cuando el lapso de tiempo fue de dos dias,
obteniéndose una respuesta mayor cuando estas fueron
sembradas en el medio B-H en comparacién a cuando se

sembraron en el medio MZ.

Al aumentar a cuatro y ocho dias el tiempo de
exposicidn, no se observd desarrollo de callos, y hubo
oxidacidn de la mayoria de ellas. También se observd gran
cantidad de micreoesporas no viables las cuales pudieron
perder su viabilidad debido a la oxidacidén de las anterae.
Es conocido que los granos de polen almacenados a
temperaturas ambiente pierden rapidamente su viabilidad.

Seguramente, ocurre 1o mismo para las microesporas
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(Cambrony, 1889).

Cuadro 7 Prueba de Tukey's para comparar las medias de los
pretratamientos v el control ante la variable
desarrollo de callos en café.

Tukey s Medias Tratamientos
A 7.188 Control
A 7.195 i
A 6.604 2
A 6.58b 3
B 1.710 4
B 0.707 6
B 0.707 5

La interaccidén pretratamientos medio de cultivo pone
de manifiesto que al combinar el pretratamiento de 5°C DOr
dos dias con el medlo B-5, se desarrollé un mayor ntmero de
callos. El segundo mejor resultd ser el control sembrado en
‘medio B-5. Otro pretratamiento que tuvo un alto ntmero de
callos fue cuando las anteras estuvieron expuestas a
temperaturas de 5°C por cuatro dias (Figura 11).

Muchos experimentos realizados para obtener embriones a
partir del cultivo de anterag, coinciden en que la
utilizacibén de bajas temperaturas, como un pretratamiento
obligado, aumenta la respuesta ante los tratamlentos.

Wolyn ¥ Feng (1993), utilizaron temperaturas de 5°C por 24
horas en las anteras de Asparagus officinalis, coincidiendo
en que la cantidad de embriones aumentaba. Devaux, et al
(1883(, utilizaron pretratamlentos de 4°C por 28 diae en
anteras de genotipos recalcitrantes de cebada, encontrando
un incrementoc en el namero de embriones vy en el total de
plantas verdes producidas. Estos resultados coinciden con
los de Ascanio y Arcia (1994), trabajando con Coffea arablica
variedad Garnica, gquien reporta un incremento en el numeroc
de callos con aquellas anteras que fueron sometidas a
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PORCENTAJE BE CALLO (%)

TARTAMIENTOS

Fig. 12 Evaluacidén de la idinteraccidn
tratamientos®medios para la variable callos
en café. EFvaluacidn a los 30 dias.

temperaturas de 5°C durante 48 horas.

En anteras del cultivar Caturra sometidas a
temperaturas de 5°C por ocho dias, después de 30 dias de
sembradas se observd un alto porcentajes de microesporas no
viables. A las +tres semanas de sembradas las anteras se
observd el crecimiento de callos epidérmicos, Buy
transparentes con pocas caracteristicas embriogénicas en los
tres cultivares. En estos casos, la ausencia de un balance
hormonal apropiado en el medic de cultivo pudo inhibir la
respuesta embriogénica del callo v/0o el desarrollo de los
embriones. Otra posibilidad pudo haber sido que el genotipo
de los cultivares escogidos para esta investigacién tuviesen
una baja respuesta a los pretratamientos utilizados. Devaux
et al. (1883), encontrd gque uno de los mayores problemas
encontrado en el cultivo de antera de cereal es que algunos
genotipos presentan una baja respuesta o no responden a la

técnica.
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que sSe obtuvo en anteras que previamente habian sido
tratadas a temperaturas de 5°C por cuatro y ocho dias fue un
aumento de tamafio (5-6mm), del callo, presentaban coloracién
blanco crema vy fueron mencs friables. El estudio
histolbégico reveld gque no estaba formado por células
embriogénicas (Fig. 14).

4.%3.2 Chogque térmico v centrifugacién .

En esta fase se midié el efecto combinado de la
centrifugacién y la temperatura sobre la produccidén de
callos y/o0 embriones. En wvista de que solamente =ze

produjeron callos esta fue la variable que analizamos.

Al igual gque en la fase anterior la prueba estadistica
aplicada d&a un resultado altamente significativo para los
pretratamientos ¥y el medio de cultivo y significativa para
la interaccidén mediok¥pretratamiento. Las introducciones:
Caturra, Garnica y Colombia no fueron significativas, esto
coincide con el resultado obtenido en la fase anterior, por
lo tanto indica que no hay respuestas diferentes ante 1la
variable produccidén de callos por parte de los cultivares.
La interaccidn pretratamiento por medio fue significativa a
nivel de 0.05 con una P>0,0205%.

El control sabsolutoc obtuvo los mayores porcentajes de
callos para esta fagse y fue significativo con respecto a
todos los pretratamientos incliluyendo los controles
parciales. El resto de 1los pretratamientos noc se cbserve
diferencias significativas entre ellos ante la wvariable
produccién de callos. El modelo estadistico justifica en un
B1% los resultados obtenidos (Fig.15).



Fig. 14 Tipoe de callo que se deparrollan de la antera gue
ha recibido: A. Pretratamiento Térmico; B. Térmico y
centrifugacioén; C. Medio de Yasuda.
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Fig. 158 Efecto de la temperatura y
centrifugacién scbre la produccidn de callo
en anteras de café. Bvaluacidén a los 30
dias.

Aparentemente los pretratamientos no ejercieron ningan
efecto sobre las microesporas, esto pudo deberse a que estos
e aplicaron antes de la primera divieidén meidtica.
Inicialmente la baja temperatura pudo haber minimizado su
normal evolucién no alcanzando nunca esta divisién y por lo
tanto el efecto de la centrifugacién mas la temperatura
practlcamente no se reallzd. Este no efecto de los
pretratamientos fue observado por Sangwan-Norrel (18977)
cuando trabaié con anteras de Datura innoxia, donde la

aplicacién de bajas temperaturas y centrifugacién tuvieron un
pequefio efecto o algunas veces fueron desfavorables cuando

fueron aplicados antes de la primera divisién haploide.

Los cortes histolégicos de las anteras sometidas a los

pretratamientos de centrifugacibén y temperatura muestran que



g. 16 Estado de las microesporas después de ser sometidas
loe pretratamientos de centrifugacidn vy temperatura. A.
C x 2 dias + Centrifugacién por 20 minutos; B. 5°C x 2 dias
Centrifugacidn por 40 min.; €. 5°C por 2 dias +
Centrifugacién por 60 min.; D. 5°C por 2 dias; E. 5°C por 4
diag. m. microesporsa: almiddén: p pared de la antera.

&
5e
+
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las anteras permanecen en un buen estado al igual que muchos
de sus microesporas. Aqui cabe resaltar el cultivar Carnica
en el cual se apreciaron las microesporas en mejor estado.
Loeg otroe cultivares mostraron mayor deterioro de dichas
células. El cultivar Garnica presenta caracteristicas
inherentes méas favorables para el cultivo de anteras.

También se observaron que al colocar las anteras en el
pretratamiento de temperatura, las microesporas sufren mas
deterioro que c¢uando se combinan los pretratamientos de
temperatura y centrifugacién . Ademds, la centrifugacién
por cuarenta y sesenta minutos aparentemente didé mejores
resultados que la centrifugacién por 20 minutos va que el
deterioroc de 1los granos de polen en esta 1ltima fue mas
evidente. (Fig. 16).

4.5.3. Chogue Osmdatico

En esta fase se sumergieron 30 anteras por cultivar en
dos soluciones estériles de sacarosa al 20 v 40% por una
hora. Luego fueron sembradas en los medios M5 y B-5 vy
colocadas en la oscuridad. La evaluacién se realizdé a los
15 y 30 dias.

4.53.3.1 Sacarosa 204 por una hora.

En Caturra, Garnica y Colombia a los guince y treinta
diae no se observé degarrollo de callog, lo aque puede
indicar que estas introducciones son muy sensibles al cambio
oembtico, que la concentracién de sacarosa fue excesiva, o
que el tiempo de exposicién fue inadecuado. En el estudio
histoldgico se obseyrvaron tanto granos de polen viables
como no viables. Para el cultivar Garnica se hicieron
conteos de viabilidad de los granos de polen encontréndose

que para aquellas anteras sometidas a 20% de s=acarosa la
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Fig. 17 Estado de las microesporas después de ser sometidas
a una presién osmdética de sacarosa al 20% y 40%. Notese la
viabilidad v germinacién de algunas de ellas, asi como la
presencia de dos nucleolos. n. nucleolos (20x por 1.6x); m.
microespora (20x); tg. tubo germinativo; nv. no viable {(20x)}.
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viabilidad estuvo alrededor del 32.2%, en comparaclén al
control donde se encontrd un rango de viabilidad de mas o

menos 29.0%.

Es interesante sefialar que para Garnica se observd en
las microesporas un 16.45% de nlcleos con dos nucleolos, y
en el control no se observaron. Lia presencia de dos o méas
nucleolos dentro del nacleo es indicativo de gran actividad
nuclear. Ademés el contenido citoplasmidtico de estas
células estaba muy altoc y contenia gran cantidad de reservas
de almidén (Fig. 17). Zamarripa (1993), observd nitucleos con
dos vy tres nucleolos antes de empezar la divisidén de las

células del callo embriogénico en café.

Cuadro 8 Prueba de Duncan para comparar el efecto de la
sacarosa, sobre la viabilidad de las microesporas
del cultivar Garnice. Bvaluacidn a los 30 diae.

Duncan Medias % Tratamiento Dos NGeleolos
A 0.533 32.2 Sac. 20% 70 anteras
A 0.485 29.0 Control 0 "

A
B 0.254 14.7 Sac. 40% 2

4.3.3.2 Sacarposa 40% por una hora.

Para Caturra y Colombia a los 15 y 30 dias no se
observd produccidén de callos. Las anteras estaban en su
mayoria parcialmente oxidadas e hidratadas. Se realizaron
macerados de las anteras observandose algunas microesporas
viables en estado wuninucleado y otras maduras. La mayoria

de las microesporas se encuentran no viables.

Para Garnica se observd un 21.11% de callos a los 30
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dias, siendo el Gnico de los tres cultivares que tuvo una
respuesta positiva. El estudlio histolégico revelé la
presencia de dos nucleclos en los ntGcleos de 0.72% de las
microegporas observadas, siendo un porcentaje mucho menor
que los observados cuando se sometieron a una presion de
sacarosa de 20%.

Cuadro 9. Porcentaje de anteras viablesg para el cultivar
Garnica evaluacidn a los 30 dias.

Viable % No Viable % Dos Nucleolos
Sacarosa 42 3.3 1229 86.7 0
40% 44 3.4 1264 96.86 0
21 1.3 1557 88.8 0
276 25.8 792 T4.,2 2

4.4, Medios de Cultivo: Auxinas vy Litocininas

4.4.1 Induccitn de callos

En esta fase se evaluaron por separado dos grupos de
tratamientos. El primer grupo poseia como medio basico el
medio de M8 al cual se le agregaron diferentes
concentraciones de 2-4 D y c¢inetina (Cuadro 1) y fueron

identificados como tratamiento uno,dos,tres y cuatro

El segundo grupo tenia el medio B-5 como base, al cual
se le agregaron diferentes concentraciones de AIB y cinetina
(Cuadro 1)}, silendo identificados como tratamientos cinco,
seig slete y ocho. En esta fase se evalué la producclén de
callos entre los tratamientos.

Para los tratamientos uneo, dos, tres y cuatro no se
observaron diferencias significativas (Pr>0.4730) para el
cultivar Caturra lo mismo se observ6é para el cultivar
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Garnica (Pr>0.9804) y Colombia (Pr>0.3823) lo que significa
que todos los tratamientos aplicados actuaron sobre las

anteras provocando el mismo tipo de respuesta (Cuadro 10).

Cuadro 10. Porcentaje de anteras con callos por introduccién

parsa los tratamientos uno, dos, tres v
cuatro. Evaluaciodn a loe c¢inco
meses.

(#) anteras con callo
Introduccidn T1 T2 T3 T4
Caturra 71.97 78.78 75.13 74,17
Garnica 82.72 80.34 81.91 80.58
Colombia 81.90 76.5%9 B1.79 81.91

La respuesta a los tratamientos cinco, seis siete y
ocho fue similar al grupo anterior pues no se encontraron
diferencias significativas entre estos tratamientos para el
cultivar Caturra (Pr>0.1552), Garnica (Pr>0.35877) v Cclombia
(Pr>3823). Lo tnico que podemos observar fue una tendencia
en la cual las anteras sembradas en medio bésico B-5 de los
treg cultivares: Caturra, Garnlca y Colombia produjo una
ligera elevaclidén del namero de anteras con callos en los
tratamientos slete v ocho, para los cuales utilizamos AIB +
Cinetina.

El 2,4- D es una auxina sintétlica muy utilizada para la
induccidn de callos embricgénico en casi todos los cultivos
in vitro. Aparentemente ella brinda el estimulo o inicia la
inducecidn de la embriogénesis soméatica en el callo (Roca et
al 1881). El AIB es otra auxina sintética cuyo usoc no es
comlin, en este estudio se utilizé para observar sus efectos
va que el 2,4-D es de uso mads frecuente en la mayoria de los
cultivares incluyendo café. No se encontrd diferencias entre
los tratamientos. La cinetina se utilizdé como sustancila
estimuladora de la divisién celular. Con la presgencia de
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hormonas la diferencia entre los medios minerales no es tan
aparente como en la fase anterior. Santana (1989),
trabajando con embriones jin vitro de C. arabica. encontré
gue la presencia de auxinas exbgenas no parece ser
indispensable para el desarrollo de los embriones, sindé por
el contrario, se observd cierto efecto inhibitorio en el

crecimiente de los mismos.

Cuadro 11. Porcentaje de anteras con callos para los
tratamientos cinco, seis, siete v ocho.
Evaluacién a los cinco meses.

Introduccidn (%) de anteras con callos

T5 T6 T7 T8
Caturra 76.1 77.3 81.4 B86.6
Garnica 78.2 79.7 865.4 86.9
Colombia 87.6 77.0 86.1 81.8

4.4.2 Induccitn de Embriones

Las anteras qgue presentaron crecimiento de callos
fueron pasadas a medio de Pilerson y Yasuda. Solamente un
callo proveniente del T4 gue previamente habia sido sometido
a un chogque térmico de 5°C por dos dias v centrifugacidn por
cuarenta minutos del cultivar Garnica, después de tres meses
se observé un gran crecimiento (2-3 mm). Presgenté una
coloracion blanca y aspecto totalmente friable. Al
realizarse los estudios histolégico 8se obeservaron gran
cantidad de células indiferenciadas, alargadas y con poco
contenido cltoplasmatico (Fig. foto). Parte de este callo
se colocé en medio de Yasuda donde solo se obeervd
crecimiento pero su apariencia silguld siendo friable y su
color blanco crema, no se observd crecimiento de embriones.

No se observé respuesta cuando fueron colocados en medio de
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Pierson. En ninguno de los casos se obgervé crecimiento de
embriones.

Este resultado pudo deberse a la pérdida de 1la
capacidad embriogénica del callo, va que desde el momento en
que fue plateado por primera vez y pasada & uno de estos
medios habian transcurrido 12 semanas.
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CONCLUSIONES

El tamafio 6ptimo de botdén floral variédé segin el cultivar
estudiado. Para Caturra fue de 7mm, Garnica 8mm y
Colombia de 8 v 9mm.

El café es un cultivo con un alto grado de contaminacién
inherente. Para las condiciones nuestras, el método de
desinfeccidon C mostrd ser el médp eficliente de los métodos

probados.

Cada cultivar responde de maners diferente a las
desinfecciones.

El método de desinfeccidn C obtuvo los mayores porcentajes
de anteras que desarrollaron callo.

L.a adicidn de hormonas no es indispensable para la
obtenclidn de callos pero sl son imprecindibles para su
prosterior desarrollo (obtencidn de embriones).

L.as anteras de los tres cultivares desarrollaron un mayor
nGmerc de callos en el medio B-5 que en MS.

Los pretratamientos apllicados no mostraron el efecto

deseado sobre los cultivares en estudio.

El cultivar Garnica en general mostrd condiciones

inherentes superiores para el cultivo de anterss.

Los estudios histoldglcos permitieron observar gque algunas
mlcroesporas resisten tanto las desinfecciones como los
pretratamientos ¥y en algunos casgog presentan aumentos de
tamafic y mayor ascumulacién de almidédn.
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- Los estudios realizado a los callos mostraron que estéan
formados por células que casl no poseen contenido. No

fue posible observar células embriogénicas.



69
RECOMENDACIONES

Realizar control histoloégico de las microesporas de manera
continua durante los primeros quince dias después de
sembradas las anteras.

Adgquirir un microtomo de resina para facllitar y mejorar
el trabajo de investigaciédn.

Sembrar un solo explante por tubo o plato Petri.

Utilizar el choque osmdético para la variedad Garnica.

Utilizar el cultivar Caturra en las pruebas de choque

térmico v cenbtrifugacidn.

Ampliar el estudio de Auxinas vy Citoguininas utilizando
otrae hormonas.

Utilizacidn de un solo cultivar para este tipo de estudio

cuandoe la investlgaclidn sea por menos de un afio.

Poner las anteras a crecer en un medio contenlendo

diferentes concentraciones de sacarosa.

Una vez que emplecen a formarse los callos, pasarios
rédpidamente a otro medio de cultivo con el fin de
egtimular su capacidad embriogénica.

Utilizar el medio de Gamborg B-5 como medio basico para el
cultivo de anteras de café.

Utilizar el hipoclorito de calclo al 8% por 15 minutos
como método de desinfeccidn.
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ANEXO 1
a. Medlo de Murashige y Bkoog
Macro elementos mg,/ 1

— NHaNO=a 1.650
~ KNO= 1.9800
- CaClz.2H=0 440
- MgS80a4.7H20 370
~ KH2POa4 170
~ Micro elementos
mg/1
- HsBO= 6.200
=~ MNSOa.Hz0 16.900
- Zn804.TH=20 8.690
- KI 0.830
~ NazMola.2H=0 0.250
- CuB804.5H=0 0.0250
- CoClz.6H=0 0.0250
- Vitamimas de Murashige v Skoog (M3)
mg/1
- Mio-inositol 100
- Glicina 2
— Acido Nicotinico 0.5
~ Piridoxina HC1 0.5
~ Tiamina HCL 0.1
Hierro: mg/ 1
- Na= EDTA 37,25
-~ FeBQa.7TH=20 27,85
- BSacarosa 30 g/1
- Gelrite 2 g/l

- pH 5.8

b. Medio de Pierson
- Macro elementos de MS/2
- Micro elementos de MS/2

-~ Fe HEDTA 5 ml/1
— Tiamina 10 mg/l
- Cisteina 50 mg/sl
- Mio-Inositol 100 mg/1
- LCaseina hidrolizada 100 mg/1
- 2-ip 1 mg/l

- AIB 5 mg/1

- Bacarosa 30 g/l

- Gelrite 2 g/1

- pH 5.6



ANEXO 2

a. Medio de Gamborg et al (1868).

- Macro elementos de B-5-

mg/1
-~ KNOa 2.800
~ NaH=zP04.H=0 150
- {NH4)z S04 134
- Mg804.7H=0 250
- CaClz.2H20 150
- Micro elementos de B-5:

mg/1
-~ Mn804.Hg0 10
~ HaBOa 3
~ ZnS04.TH=0 3
- NazMoQa.2H=20 0.25
- KI 0.75
- CuS04 0.25
- CoClz.6Hz0 0.258
~ Hierro EDTA mg/1
~ Na=z EDTA 37.25
~ HFeB804.7H20 27 .85
- Vitaminas de B-5

. mg/1

- Acido nicotinico 1
~ Tiamina 10
-~ Piridoxina 1
~ Mio-Inositol 100
- Bacarosa 20 g/1
- Gelrite 2 g/1
-~ pH 6

b. Medio de Yasuda

~ Macro elementos de Yasuda:
- Micro de MS/4

KH=PO4
~ Micro elementos de Yasuda:

HzaBOz

MnE0a . 7TH=20

Zn80a . 7TH=0

NaMOa. 2H20

CuS0a . bH=0
Fe EDTA/2~ Tiamina 10ml/1
Inositol 100 g/1
Piridoxina 1 mg/l
Ac. nicotinico 1 mg/1
B.A.P. 1,12 mg/1
Sacarosa 30 g/1
Gelrite 2 g/1

vH 5.8

mg/ 1

42,

3,1
11,
4,3

0,125

0,0

5

2

5

81



ANEXO 3

a. Medio de Ascanio I
- Macroelementos de Murashige y Skoog 20%=50ml1 /L

mg/l
NHaNo3 1.650
KNO= 1.800
CalClz.2H=0 440
MgE804 . TH=0 370
KH2PO4 170
- Microelementos de Murashige v Skoog
mg/1
HsaBO=z 6.200
MnS0a . 7H20 16.800
nS0a4. TH=20 8.680
KI 0.830
NazMoQa4 . 2H=z0 0.250
Cub0a.B8H=0 0.0250
CoCle.6H=0 .0250
~ Sacarosa 30 g/1
~ Mio-inositol 100 mg/1
- Tiamina-HC1 10 mg/1
-~ Cisteina 30 mg/1
- Acido naftalen acético 2 mg/1
- Bencil amino purina 0.5 mg/1
- Gelrite 2 mg/l
- pH 5,8
b. FAA
Formalina 100 ml
Alcoho 95% 500 ml
Ac. Acético 50 ml

Agua 350 ml




ANEXO 4

a. Colorante de Alexander

83

Etanol absoluto

Verde malaguita (1% en etanol 85%)

Agua destilada

Glycerol

Fucecina dcida

Orange green (1% en agua)
Acido acético glacial
Fenol

Hidrato de Cloral

10 ml

1 ml
50 ml
25 ml

ml
ml
ml
&
g

b. Aceto Carmin ¢. Colorante lodo yoduro
Carmin le Toduro de potasio 2
dcido acético glacial Todo 1
al 45% 100 ml H=0 destilada 100

d. Cuddruple Coloracitdn

Xileno 10 minutos

Xileno 10 "

Zileno~alcohol 5 "

Alcohol 100% 3 "

Alcohol 85% 3 "

Alcohol 70% 3 "

Safranina 30 '

Agua 30 segundos

Violeta cristal 80 "

Alcohol absoluto S0 )

Alcohol 100% g0

Aceite de clavo+orange green+

fast green 2 minutos

Aceite de clavo + orange green 2 H

Aceite de clavo + orange green 2 )

Acelte de clavo + orange green 2 "

Xileno alcohol 5 "

Xileno 5 "

Xileno 5 "

Xileno 5 '

CIRAD (1989)



ANEXO 5

a. Proceso de Deshidratacioén

FAA 48 horas
Alcohol B0%

Alcohol 70%

Alcohol B0%

Alcohol 90%

Alcohol 95%

Alcohol 50%

Alcohol 100%

Alcochol 100%

Alcohol + Tolueno 1:1
Tolueno puro

Tolueno puro

Tolueno parafina 1:1
Parafina

Parafina

Parafina

[
jon
0
]
P

- s
Bl b b NN e e N B R e e e
A%

CIRAD (1989)

b. Composicién ionica en meq/l de las soluciones
minerales utilizadas.

Tones Murashige vy Skoog Gamborg B-5

NOa - 39,
HePOa - 1.
S04 — 3.
Cl -
K +
NH4 + 20.
Na —+
Ca ++ 6
Mg -+ 3

D= OO W

DI
DB NN
OCOROOCORC

Total ilones (um) 93.3 680.

A

Balance de
nitrogeno NOz-/NHa+ 1.91 12.580

Segiin Boccon-Gibod (1889).
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