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Biotecnologia

Presentacién

La necesidad actual de mejorar la calidad de vida, ha llevado al desarrollo en los
ultimos afos, de una serie de técnicas que permiten un adecuado manejo y
aprovechamiento de los recursos.

En el campo de la agricultura, 1a biotecnologia provee herramientas como el cultivo de
tejidos vegetales, técnicas de ADN recombinante, manejo integrado de plagas, etc;
orientadas a la produccién y mejoramiento de especies que lleven a un aumento de la
produccién.

En nuestra Unidad de Biotecnologia, las técnicas de cultivo de tejidos de especies
agricolas y forestales, han contribuido a la obtencién de plantas libres de virus, al
mejoramiento genético de café, banano y platano, a la micropropagacién y a la
conservacion de germoplasma. Asi también las técnicas de Biologia Molecular nos
permiten el anilisis genético de algunas plantas u organismos fitopatégenos, lo mismo
que la deteccién de virus en plantas de interés comercial.

Ademas de los programas de investigacién que se desarrollan prioritariamente en café,
banano, platano y cacao, se apoyan los de Educacion a través de cursos de postgrado,
capacitacion y entrenamiento en servicio. Estos dan la oportunidad a personas de la
region tanto de empresas estatales como privadas, de adquirir los conocimientos
necesarios para que a su regreso puedan apoyar los programas nacionales en
biotecnologia y continuar la transferencia de tecnologia en sus paises.

Se presenta a continuacién un resumen de las principales actividades realizadas en la
Unidad de Biotecnologia durante el afio 1993.



AREA DE BIOTECNOLOGIA

PERSONAL

COOPERACION CIENTIFICA

Ana Abdelnour, Crioconservacién.

Frangois Amthony, Marcadores Genético en
Café. (***).

Benoit Bertrand, Mejoramiento Genético. (**)
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Paul Fritz, (* *).

Ramén Lastra, Virologia.
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Oscar Bogarin
José Calderén
Edgar Esquivel
Rodolfo Galvén
Maritza Loaiza, Secretaria.
Rigoberto Niifiez
Juan Luis Ortiz
Alexis Pereira
Luis Pérez

Rafacl Pérez
Walter Ramirez
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- ANACAFE, Guatemala.

- CINVESTAYV, México.

- CICY, México.

- CIRAD - FLHOR, Francia. (*)

- CIRAD - CP, Francia. (**)

- FHIA, Honduras.

- IBP, Cuba.

- ICAFE, Costa Rica.

- [HCAFE, Honduras.

- IICA, Costa Rica.

- INIBAP, Costa Rica.

- La Duquesa, Rep. Dominicana.

- ORSTOM, Francia. (***)

- PROCAFE, El Salvador.

- SCRI, Escocia.

- Universidad de Zurich, Suiza. (*)
« Universidad del Estado de Pensilvania,
Estados Unidos. (* +)

FORMACION

Maestria

Carmen Bibierach, Embriogénesis somftica y
regencracién de plantas en cultivares de Musa
sp.

Ramén IDlernindez, Seleccién in vitro ¢
invernadero de clones de Musa sp. para su
evaluacién de resistencia a Sigatoka Negra
(Mycospharella Fijiensis).

Marfa del Rosario Jiménez, Cultivo de anteras
en cuatro introduciones de C. arabica para
obtencién de complejos celulares haploides.

José L. Moreno, Partogénesis inducida en Musa.
Obtencién de plantas haploides.

Galileo Rivas, Deteccién de geminivirus en
tomate mediante hibridacién de dcidos nucleicos
y manejo de semilleros para reducir la incidencia
de virosis transmitida por Bemisia tabaci
(Gennadius) en ¢l campo.




CAPACITACION

ENTRENAMIENTOS DE CORTA
DURACION

Mario  Aguilar, INIFAB  (México).
Técnicas de cultivo de tejidos.

Edna Garcia, CENTA (El Salvador).
Cultivo de tejidos en especies vegetales
tropicales.

Nicolis Guillén, FUSADES (El Salvador).
Cultivo de tejidos en especies vegetales
tropicales.

Antonio Larios, INIFAB (México).
Técnicas de cultivo de tejidos.

Oswaldlo Macz, U. Rafael Landivar
(Guatemala). Cultivo de tejidos en especies
vegetales tropicales.

Walter Quirds, ONS (Costa Rica).
Cultivo de tejidos en especies tropicales.

Josefina Pdez, U. de Venezmela (Venczucla).
Técnicas de cultivo de tejidos y viveros.

Dinaba Perdomo, U. de Venezuela (Venczucla).
Técnicas de cultivos de tejidos y viveros.

Fanny Reschoeur, U. de Francia (Francia)
Técnicas de Embriogénesis Som4tica.

Guillermo  Reyes, UNA  (Nicaragua).
Técnicas de conservacién in vitro.

Gustavo Vargas, U. de Venczuela (Venezuela).
Técnicas de cultivo de tejidos y viveros.

Ignacio Vidales, INIFAB (México).
Técnicas de cultivo de tejidos vegetales
tropicales.

Felix  Trochez, IHCAFE  (Honduras).
Micropropagacién de café.

CURSOS DE SERVICIO

- Biotecnologia aplicada al mejoramiento de café,
U.C.R., Sede Regional del Atléntico.

PARTICIPACIPACION EN CURSOS DE
MAESTRIA

- Anatomia Vegetal.

- Curso Teérico prictico de cultivo de tejidos de
especies vegetales.

- Fisiologfa Vegetal.

CAPACITACION DEL PERSONAL

- Entrenamiento en servicio: Crioconservacién
de meristemos apicales de Musa. ORSTON,
Montpellier, Francia. Prof.: F. Engelmann.

- Curso en biotecnologfa aplicada a las plantas.
CIGB, La Habana, Cuba.

CONSULTORIA

- S. Tanksley (J.V. Escalant.).

- Petiard (F. Anthony).

- T. Bauman (B. Neuenschwander).
- N. Nassar (N. Visquez).

PARTICIPACION EN CONGRESOS

- INIBAP Workshop of Biotechnology for
Banana and Plantain Improvement. San José,
Costa Rica.

- First International Crop Science Congress.
Iowa, U.S.A.

-XV Congreso del A.S.I.C. (Association
Scientifique  Internationale du  Café),
Montpellier (Francia), 6-11/6/93.

- XVI Simposio sobre caficultura
latinoamericana, Managua (Nicaragua), 25-
29/10/93.
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Suspencién de células Banano y plitano
Regeneracion de plantas
Haplométodos Musiceas
Androgénesis Café
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Partenogénesis
Crioconservacién Musiceas
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Apices Raices y Tubérculos

Café, Orquideas y Vainilla
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Mapeo Genético Café y Muséceas

Evaluacion de ]la Distancia
Genética




UTILIZACION DE MICROESTACAS Y ELABORACION DE UNA METODOLOGIA DE
MICROINJERTACION IN SITU DE Coffea arabica
M. Dufour; B. Bertrand; A. Pereira

USE OF MICROCUTTINGS AND SETTING UP
OF AN IN SITU MICROGRAFTING
METHODOLOGY ON C. arabica

In vitro microcutting is a well known technique and
has been applied to coffee for more than 20 years
nevertheless, its applications to mass propagation
raises different practical and economical problems:
The e vitro acclimatation is costly and difficult and
the feasibility of grafting onto rootstocks resistant to
nematodes may be questioned. We describe here
two simple techniques which would allow to
overcome these two problems at a cheaper price.

Introduccion

La multiplicacién vegetativa de C. arabica es
necesaria para conservar la diversidad genética o
para fijar estructuras hifbridas obtenidas en el
transcurso de un programa de fitomejoramiento. La
técnica de microestacas en café es conocida desde
aiios (Custers, 1981). Ella consiste en producir
plantitas a partir de yemas axilarias "durmientes” en
condiciones asépticas. La utilizacién de un ambicnte
controlado y de¢ fitohormonas permite una tasa de
multiplicacién de 6 nuevas yemas cada ocho
semanas. [Esta tasa puede ser ampliada por la
utilizacién de un cultivo en medio liquido con
inmersién temporaria ("SIT",Berthouly, 1992).

La etapa de aclimatacién esti controlada (Berthouly,
1991) pero todavia bastante costosa y presenta unos
problemas cuando las condiciones ambientales no
son perfectas.

También, para conferir a C. arabica una cierta
tolerancia a los nematodos de suclo (especialmente a
Pratylenchus ¢l cual constituye una amenaza en
Centro América), es necesario injertar microestacas
sobre alméicigo de C. canephora; este punto no es
conocido en la literatura.

En este estudio, describimos dos técnicas simples
para superar estos problemas a menos costo:

1) Aclimatacidn ex vitro:

Materiales y Métodos

Microestacas de C. arabica cultivadas en un medio
de multiplicacién fueron separadas de las yemas
madres ¢ inducidas a enraizar en condiciones no
estériles.

La solucién de enraizamiento contenfa 75 mg/l AIB
y 50 mg/l ANA. Las microestacas quedaron en la
solucién m4s o menos 15 horas (un noche) y luego
transferidas a bandejas para hiclo, una microestaca
por hueco, en una mezcla estéril de tierra, arena y
pulpa de café (3:1:1) como lo descrito por Berthouly
(1991). -

Las bandejas, cuales dimensiones fueron 36 cm x 10
cm x 4 cm se colocaron en propagadores con
sombra, donde la humedad relativa puede ser
progresivamente controlada abriendo la tapa.

Resultados

Después de dos semanas, las rafces aparecen a la
base de las microestacas. Después de un mes, las
plantitas son aclimatizadas y pueden ser transferidas
a bolsas de polietileno con la misma mezcla de
sustrato donde puecden desarrollarse antes de ser
plantadas en el campo.

Un promedio de 100 % de enraizamiento puede ser
obtenido cuando las condiciones siguientes son

respetadas:

- microestacas de 2 cm de altura mfnima con 3 pares
de hojas

- propagadores en buenas condiciones de sanidad

- disminucién muy progresiva de la humedad
relativa

- aplicacién de una solucién de sales minerales
diluida, cada dos semanas.



Discusién

La metodologia aquf descrita utiliza unos puntos ya
conocidos (como la composicién del sustrato de
enraizamiento) y presenta unos aspectos nuevos:

- metodologia de ficil ejecucién

- reduccién de costos ~

-mejor control de las condiciones ambientales
dentro de los propagadores

- ningn dafio por depredadores, como es el caso
cuando se aclimatan las plantas directamente en el
vivero

- distribucién y envio ficil de las bandejas a los
utilizadores.

2) Microinjertacién i vitro:

Antecedentes

Un trabajo recientc (Anzueto, 1993) indica que no
existe ninguna fuente de resistencia al nematodo
Pratylenchus en la especie Coffea arabica.

Una metodologfa actualmente utilizada (en
Guatemala y Brazil), para controlar a este nematodo,
es de realizar una injertacién hipocotiledonaria sobre
un porta-injerto de C. canephora.

El propésito de estc trabajo era verificar si esta
técnica puede ser aplicada a microestacas como
injertos.

Materiales y Métodos

Los porta-injertos fueron almécigos procedentes del
clon T-3561.

La injertacién fue realizada con las plantitas en el
estadio "mariposa”.

Los injertos fueron microestacas de la variedad
Catuai con tamaiios variantes de 0.8 a 2.5 cm.

La base de las microestacas fue cortada en oblicuo,
una hendidura ligeramente més grande fuc hecha
sobre el porta-injerto y las dos partes ensambladas
con "Parafilm".

Las plantas injertadas fueron luego transplantadas en
una mezcla de tierra, previamente desinfectada con

un fungicida y colocadas a la sombra; la capa de
"Parafilm” fue quitada después de 20 dias.

Las plantas fueron aclimatadas 30 a 40 dias después
de la injertacién.

Dos tipos de injertacién fueron probados:

- injertacién en hendidura terminal
- injertacién en hendidura lateral.

Resultados y discusiéon

La injertacién es exitosa a 100 % para los dos
tratamientos.  Sin embargo, se recomienda la
injertacién con hendidura lateral por que el injerto
crece més répidamente.

Perspectivas

Couturon (1976) logré un método de injertacién de
embriones cigéticos en C. arabica y C. canephora.
De la misma manera queremos intentar injertos en
estadios jovenes de embriones sométicos sobre
almacigo de café. Eso permitirfa una reduccién de
costos debido a a fase in vitro.

Literatura Citada

ANZUETO, F. 1993. Tesis de Ph.D.
Universidad de Rennes, France, 123 p.p.

BERTHOULY, M. 1991. Informe final del
Proyecto "Desarrollo y reproduccién de varicdades
con resistencia a la Roya del café: Cultivo de
tejidos. Proyecto AID/ROCAP (596-0090), 35 p.p.

COUTURON, E. 1976.
XXIII(4): 267-270.

Café Cacao Thé.

CUSTERS, J.B.M. 1981. 9 Conferencia Asic,
London, 16-20 junio 1980: 589-596.



OBTENCION DE RAICES IN VITRO SOBRE C. arabica L.
Y CULTIVO DE RAICES AISLADAS
M. Dufour, M. Jiménez, R. Galvin

IN VITRO ROOT OBTENTION ON C. arabica
L. AND CULTIVATION OF ISOLATED
ROOTS

In this work, we tried to develop a method in order
to obtain in vitro roots to be further studied for
reaction towards nematodes. Two root induction
methods were tried: 1) a 15 hrs dip in high auxin
concentration followed by root expression in a
hormone free medium. 2) a direct root obtention in
a solid medium with low level of auxins. The best
results were obtained with the second method and
with an auxin concentration of ANA 1 mg/l + AiB
1 mg/l (100 % rooted shoots with 5.28 roots per
shoot).

Introduccién

Desde un punto de vista econ6mico, el cultivo de
café es ¢l mis importante de América Central,
procurando ingresos de exportacién para la mayorfa
de los paises de la zona. De todos los problemas
que estén afectando esta planta, los nematodos son el
nimero 1 en la zona.

Las dos soluciones actualmente conocidas (el uso de
nematicida o la utilizacién de porta-injertos
resistentes de C. canephora) no son satisfactorios.

Actualmente, una solucién genética es investigada
en ¢l marco de un proyecto con la Comunidad
Europea’ y la herramienta del cultivo in vitro es
utilizada como medio para producir raices con el
propdsito de ver si es posible inocular nematodos
con este tipo de material. ‘

El enraizamiento de los cafetos producidos in vitro
es usualmente realizado mediante un remojo de 15
horas (una noche) en una solucién concentrada en
fitohormonas y una aclimatacién directa en
condiciones horticolas (Berthouly, 1991).

* Proyecto "Evaluation and selection of germplasm
for resistance to prevailing netamodes in Central
America".

Hemos intentado, en este estudio, aplicar esta
técaica a las condiciones in vitro y ver el efecto de
diferentes concentraciones hormonales sobre el
ndmero y la longitud de las rafces obtenidas.

Materiales y métodos

La variedad Sarchimor (introduccién n° 18135 del
CATIE) del C. arabica fue utilizada como modelo
en este experimento con microestacas ya establecidas
en ¢l Banco de Germoplasma. El medio utilizado
para la multiplicacién era ¢l de Murashige x Skoog
suplementado por Bencilaminopurina al 1 mg/l y
con un pH de 5.6. Lucgo se autoclavé ¢l medio
20 min. a 121 °C.

duccj corta: las microestacas en fase de
crecimiento, de 2 cm de altura por lo menos, fucron
cortadas y sembradas en un recipiente (vaso Gerber)
con su base colocada en un medio liquido (MS/4 +
FeEDTA/4 + Auxinas) a pH 5.6 durante 15 horas.

Cinco tratamientos de auxina fucron aplicados:

Ty = AIB 25 mg/l

T2 = AIB 25 mg/1 + ANA 25 mg/l

T3 = AIB 50 mg/l

T4 = AIB 50 mg/1 + ANA 25 mg/l

Ts = AIB 50 mg/1 + ANA 50 mg/1

Se hicieron 25 replicaciones por tratamiento.

Luego, fueron transferidas a un medio MB s6lido
MS/ + Vitaminas de Morel + FeEDTA +
Sacarosa 20 g/1 + Agar 7 g/l, con pH 5.6, sin
hormonas, en viales de vidrio.

El experimento se desarrollé a 25 °C + 1 a la luz
indirecta. El conteo de raices se hizo a los 15, 30 y
45 dfas.

to_sin jind en este caso, las
microestacas seccionadas fucron colocadas en un
medio sélido con bajo nivel de auxinas donde se
quedan hasta que aparecen las rafces.



El medio bisico fue el MB en viales con los
tratamientos siguientes:

Te = ANA O + AIBO

Ty = ANA 0 + AIB 0.2 mg/1

T8 = ANA O + AIB 1 mg/l

To = ANA 0 + AIB 2 mg/l

Ti0 = ANA 1 mg/l + AIBO

T11 = ANA 1 mg/l + AIB 0.2 mg/l
Ti12 = ANA 1 mg/l + AIB 1 mg/l
Ti3 = ANA 1 mg/l + AIB 2 mg/l
Ti4 = ANA 2 mg/l1 + AIBO

Tis = ANA 2 mg/l + AIB 0.2 mg/l
Ti1s = ANA 2 mg/l + AIB 1 mg/l
Ti17 = ANA 2 mg/l + AIB 2 mg/l
Se hicieron 25 replicaciones por tratamiento.

El experimento se desarrollo 2 25 °C + 1 a la luz

indirecta. El conteo de raices se hizo alos 15,30 y
45 dias.

Resuitados

Cuadro 1. Resultados de enraizamiento a los 45
dias con el método de induccién.

Tratamiento | % microestacas | Nim. prom. de
enraizada raices/microest.

T1 32 3.25

T2 80 3.05

T3 72 2.66

Ts 52 331

Ts 86 3.38

En el cuadro 1, se puede ver que ningiéin tratamiento
de inducci6én corta provoca una respuesta total.

El mejor tratamiento es el Ts (50 mg/l AIB y
50 mg/l ANA), para el porcentaje de microestacas
enraizadas asi como para el nimero promedio de
rafces.

El segundo experimento (figura 1) enseiia que varios
tratamientos llevan a un 100 % de enraizamiento
(T9, T12, T14 0 sea AIB 2 mg/l, ANA 1 mg/l +
AIB 1 mg/l, ANA 2 mg/l). El nimero de raices es
mis alto para el tratamiento 12 (5.28 raices).

Discusién

De manera general, el enraizamiento de las especies
lediosas in vitro no es ficil y se encuentran unos
efectos inhibidores debido a las citocininas usadas en
la fase de multiplicacién (George y Sherrington,
1984).

Para el café, el enraizamiento in situ con induccién
corta es exitoso casi en un 100 % (Berthouly, 1991),
in vitro no es tan ficil.

Los mejores resultados observados con induccién
corta fueron 86 % (Ts) y 80 % (T2). En un trabajo
de licenciatura (Flores, 1987), unos porcentajes de
93 % fueron obtenidos con 50 mg/l durante 24
horas. Utilizando esta misma concentracién
logramos solamente 72 % de enraizamiento, pero no
es con ¢l mismo genotipo, lo que puede jugar un
papel importante.

Con respecto al segundo experimento, el
enraizamiento in vitro es mucho mejor con una baja
dosis de auxina durante 45 dfas. La mezcla de AIB
1 mg/l + ANA 1 mg/l parece ser la mejor con
100 % microestacas enraizadas y 5.28 de raices por
microestaca enrafzada.

Durante los 45 dfas del experimento, es posible que
las auxinas colocadas al principio en el medio
desaparecieran totalmente y en forma gradual, lo que
provocé una expresién 6ptima del enraizamiento.

Las raices producidas en este experimento fueron
todas cortadas y cultivadas en cajas Petri en un
medio bisico.  Después de dos meses, atln
permanecen vivas, pero no han crecido mucho. En
el futuro serin mandadas a los nematlogos para
realizar ensayos de inoculacién con nematodos.

Perspectivas

El protocolo que nos ha dado los mejores resultados
(T12) serd aplicado a varios genotipos para ser
evaluados con respecto a la resistencia a nematodos.
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PROPAGACION IN VITRO DE PEJIBAYE (Batris gasipaes)
A. Abdelnour-Esquivel, W. Araya, J.V. Escalant

IN VITRO PROPAGATION OF PEJIBAYE
(Batris gasipaes).

The Tissue Culture Laboratory at C.A.T.LE.
initiated the rescarch om in vitro propagation of
pejibaye.  Dessinfection methods, culture media
zygotic embryos development were tested.
Preliminary results indicate the factibility of the
technique for propagation of pejibaye.

El pejibaye es una palmera nativa del trépico
americano y ha formado parte de la dieta bésica de
los nativos de la regién desde hace més de 2000
afios. Este cultivo es de gran interés para ¢l hombre
debido a los miéltiples usos que se pueden hacer de
sus 6rganos. La fruta de pejibaye se utiliza como
alimento tanto para la dieta de adultos como de
infantes debido a su alto contenido de fibra,
proteinas, hierro, calcio y vitaminas. El palmito
obtenido del seudotallo, se utiliza como alimento
siendo considerado producto de exportacién de alta
calidad. Ademis, sus hojas. y raices son también
aprovechables.

Su explotacién comercial se ha visto limitada debido
a la falta de materiales homogéneos que produzcan
cosechas uniformes y de alta calidad.

El cultivo de tejidos es una técnica que permite la
obtencién de grandes cantidades de plantas clonales
a partir de un néimero reducido de material superior,
en un espacio y tiempo reducido,
independientemente de las condiciones ambientales.

Entre 1983 y 1991 se realizaron alrededor de 14
estudios sobre multiplicacién de pejibaye por cultivo
de tejidos a través de varias vias: callogénesis
introduccién de brotes laterales, induccién de
embriones, etc; sin embargo, los resultados han sido
de dificil reproducci6n.

Por la potencialidad del cultivo para los paises de la
regién y las grandes ventajas del cultivo de tejidos,
la Unidad de Biotecnologia inici6 estudios para
desarrollar las técnicas de propagacién in vitro de

pejibaye.

Los estudios preliminares se¢ realizaron con
embriones cigéticos. Se traté de establecer:

1) Métodos de desinfeccién,

2) estadfo de maduracién de frutos para el
aislamiento de embriones,

3) medios de cultivo para la germinacién de los
embriones.

En términos generales se encontr6 que un
tratamiento de desinfeccién de frutos con cloro
comercial fue necesario para la obtencién de cultivos
de embriones sin contaminar. Fl aislamiento de
embriones de frutos maduros y verdes no mostraron
un desarrollo normal en el medio de cultivo. Serfa
recomendable en la siguniente cosecha trabajar con
embriones inmaduros.

La prueba de gemminacién de embriones en
diferentes medios de cultivo mostré que la presencia
de hormonas no fue necesaria, se pudo observar
cierto efecto negativo induciendo la formacién de
callos. El medio de cultivo desarrollado por
Murashige y Skoog con la mitad de los
macroclementos, y 30 g/l de sacarosa fue el miés
adecuado, observindose el mayor porcentaje de
embriones germinados.



EMBRIOGENESIS SOMATICA Y REGENERACION DE PLANTAS A PARTIR DE FLORES
MASCULINAS DE LOS CULTIVARES TRIPLOIDES DE BANANO Y PLATANO

J.V. Escalant, J.L. Ortiz, L. Pérez
PLANT REGENERATION THROUGH . . .
Embriogénesis som4tica

SOMATIC EMBRYOGENESIS FROM MALE
FLOWERS OF BANANA AND PLANTAIN
TRIPLOID CULTIVARS

Somatic embryogenesis and plant regencration of
banana and plantain cultivars (Musa spp.) were
obtained by culturing young male flowers.
Multiplication and maintenance of embryogenic
cultures were achieved by culturing somatic
embryos in a temporary immersion system (SIT). A
multiplication rate of 40 allowed us to obtain more
than 6000 somatic embryos after six months of
subculture. Plant recovery frequencies were 60 to
70 %. This method was expanded to different
banana and plantain genomic groups.

Los bananos y pl4tanos son parte de los cultivos mis
importantes 2 nivel mundial, con una produccién de
70 millones de toneladas. La incidencia de
numerosas enfermedades tales como la Sigatoka
Negra, el Fusarium, virosis y nematodos, afectando
considerablemente la produccién y su costo, hace de
la obtencién de nuevas variedades una prioridad
urgente. Desde hace 60 aiios, diferentes programas
de mejoramiento genético se desarrollaron (Rowe,
1984). Sin embargo, debido a la esterilidad y
poliploidia de los cultivares triploides, la obtencién
de nuevas variedades por mejoramiento
convencional resulté dificil. Nuevas estrategias
contemplan ¢l uso de la biotecnologia para
complementar los programas de mejoramiento
convencional. Dentro de las técmicas de la
biotecnologia, la transformacién genética permite la
introduccién de genes ajenos para la resistencia a
enfermedades. La aplicacién de la transformacién
genética a las plantas cultivadas se incrementa cada
dia mis (Weising et al., 1988). Sin embargo, la
mayor limitante en el uso de esta técnica reside en la
existencia de un sistema muy eficiente de
regeneracién de plantas por cultivo de tejidos, tales
como la embriogénesis somfitica, las suspensiones de
cflulas y los protoplastos. En este trabajo
describimos uno de¢ los métodos més cficiente
desarrollado hasta la fecha en el genero Musa.

Los cultivos embriogénicos se obtienen a partir de
flores masculinas ubicadas en la punta de la
inflorescencia. Las flores escogidas se sitdan dentro
de los rangos O y 15 (0 correspondiendo al
meristemo floral). Los estudios se llevaron a cabo
sobre varios genotipos de los grupos: Musa AAA
cv. 'Grande Naine' y 'Yangambi', Musa AAB
cv.'Plitano Dominico' y 'Mysore' y Musa ABB cv.
'pelipita’.

A los 2 meses de cultivo sobre un medio adecuado,
las flores responden formando un callo amarillo.
Después de 3 a2 5 meses més de cultivo, sin que se
haya hecho ningin subcultivo, un callo translicido
sc forma sobre el callo amarillo y se puede apreciar
la formacién de numerosos embriones sométicos en
su superficic (fig. 1). Estos embriones se ven como
pequeiias estructuras translécidas, lisas y presentan
una fisura cotiledonaria.

La transferencia de los embriones sométicos al
medio de germinacién, permite la obtencién de
plantas completas en un 85 %.

Embriogénesi i . i6 1

La valorizacién del método de embriogénesis
somética y su utilizacién para la propagacién masiva
o la transformacién genética, requieren de un
sistema de multiplicacién que permita 12 produccién
de embriones en forma continua.  Diferentes
sistemas pueden ser utilizados: subcultivos en medio
s6lido, suspensiones de células o un sistema
intermedio de inmersién temporal (Alvard et al.,
1993). Con el objetivo de encontrar un método
simple y muy eficiente que podria ser usado en un
programa de transformacién genética, se consideré
implementar el sistema de inmersién temporal. El
recipiente de cultivo se compone de dos partes
unidas entre cllas con un sistema de filtracién, que
permite al medio liquido desplazarse entre ambas,
sin que puedan pasar los embriones cultivados (fig.
2). Con la ayuda de una pequeiia bomba, se aplica



una presién en la parte de abajo, lo cual provoca la
subida del medio liquido hacia el compartimento de
arriba, sumergiendo los embriones sométicos por un
perfodo de 1 minuto cada 12 horas. Al liberar la
presién, el medio liquido fluye hacia la parte de
abajo dejando los embriones en condiciones de
humedad saturada. El cultivo se inicia con un
cultivo embriogénico de aproximadamente 0,250 g
llevando 150 embriones somfticos en un medio de
cultivo enriquecido en picloram a 2 mg.l'l (Escalant
and Teisson, 1989; Marroquin er al., 1993).
Después de 6 meses de subcultivo, la taza de
multiplicacién alcanza 40, permitiendo tenmer un
promedio de 6000 embriones (fig. 3). Con un
simple cambio de medio, se logra en el mismo
sistema de inmersién temporal la germinacién de los
embriones sométicos y sus desarrollo en plantas
enteras en un 70 % (fig. 4).

La originalidad de este método se caracteriza por su
aplicacién a numerosos genotipos, y por la
introduccién del sistema de inmersién temporal
como una técnica de propagacién muy efectiva.
Aunque no sean los primeros resultados obtenidos
sobre la regeneracién in vitro dentro del génmero
Musa, ¢l método es diferente y muy original en
comparacién con los demés (Dbed'a et al., 1991;
Novak et al., 1989). La eficiencia de este método
permite su aplicacién en la transformacién genética
utilizando ¢l bombardeo de particulas (Weising et
al., 1988). Ademfis, considerando la alta taza de
multiplicacién obtenida en ¢l sistema de inmersién
temporal, se  reccomendaria  proceder a
investigaciones adicionales para determinar su
posible aplicacién en la produccién masiva.
También serfa de gran interés considerar este
método en un programa de conservacién de
germoplasma, desarrollando estudios sobre la
produccién de semillas artificiales (Villalobos et al.,
1991).

Ademis, ¢l sistema de inmersién temporal se podria
aplicar a otras especies tales como el café, los
cftricos...etc, permitiendo asf mejorar
considerablemente las  técnicas  actuales de

propagacién.

Sin embargo, todas estas aplicaciones requieren de
més informaciones en cuanto a la presencia eventual
de plantas variantes. Al momento, 700 plantas estén
en proceso de aclimatacién para ser transferidas al
campo donde se evaluarin.
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INITIATION OF FEEDER CULTURES TO STIMULATE GROWTH
OF MULTICELLULAR HAPLOID STRUCTURES OF C. arabica
' B. Neuenschwander, M. Dufour

Introduction

Haploid coffee plants can accelerate progress in
coffee breeding, for:

a) the pedigree selection is reduced to a onme-step-
selection and,

b) the transfer of a single gene from a wild species
to a cultivar is easy.

The most efficient haplomethod is the induction of
the tremendous amount of microspores to undergo
the androgenetic pathway and to regenerate them to

haploids.

Feeder cultures are broadly used in plant
regeneration. In Brassica napus, the use of feeder
cultures resulted in a drastic increase of embryo
yield in low density microspore cultures (Huang et
al., 1990). Investigations with mechanically
isolated dividing coffee microspores resulting in
haploid cell colony formation (Neuenschwander et
al., 1993) lead to the conclusion that their further
androgenetic development needs the beneficial effect
of nursing cells. Therefore two methods (A and B)
were developed to establish feeder cultures
consisting of proembryonic tissue of C. arabica.
Method A allows to produce large quantities of
proembryonic tissue by dedifferentiation of mature
somatic embryos in suspension cultures. With the
second method B proembryonic tissue is produced
labour extensively on a single medium and without
subcultivation.

Material and methods

The basic composition of media used in A (embryo
dedifferentiation medium, EDM) and B (proembryo
induction medium, PIM) consisted of a half or full
strength Murashige and Skoog medium respectively
supplemented with 2 0 3 % sucrose and (mg/l)
cysteine HCL (33.3), thiamine HCL (10) and meso-
inositol (100). The hormones added to EDM,
which corresponds largely to the embryo
proliferation medium described in Neuenschwander

and Baumann (1992) were (mg/1) kinetin (0.2) and
2,4-D (0.5) and to PIM (4) and (1).

A
Suspension culture jpitiation. Between 6 and 8

mature somatic embryos of C. arabica cv. Catimor
were placed in 20 ml EDM in 50 ml Erlenmeyer
flask, agitated at 70 rpm on a gyratory shaker and
subcultured every 3 weeks. At the third
subcultivation only the freshly produced
procmbryonic tissue was transferred.

Eeceder culture ipitiation. A portion of the
suspension was mixed with 3 ml solidified
microspore medium (MM) used to culture isolated
coffec microspores (Neuenschwander et al., 1993)
and placed in 45 mm Petri dishes. The microspores
were spread onto a 0.22 um Durapore membrane
(Millipore GVWPO 4700) placed on top of the
nurse cultures.

B.

Proembryo_inductiop. Young lcaves of orthotropic
shoots of C. arabica cv. Catuai were surface

sterilized in a saturated calcium hypochlorite
solution and rinsed three x with sterile water. Leaf
fragments, 18 mm in diameter, were placed onto 50
ml solidified PIM. The cultures were kept in the
dark at 27 °C and not subcultured.

Results and discussion

A.

The dedifferentiation of the mature somatic embryos
occurred within 5 to 9 weeks. After the third
subcultivation, a fine and homogeneous suspension
culture consisting of proembryonic tissue (Fig. 1)
was established.

lo



B.

At the peripheric parts of the old and brownish
primary callus tissue masses of globular proembryos
(Fig. 2) could be harvested after 6 months. They
can be used cither for somatic embryo proliferation
in suspension or directly to establish feeder cultures
to stimulate the development of divided coffee

microspores (Fig. 3).
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Figure 1. A fine and homogeneous suspension culture consisting of proembryonic tissue of C. arabica.
Figure 2. Masses of globular proembryos produced on a single medium.
Figure 3. Multicellular haploid structure of C. arabica as a result of microspore division.



EVALUACION Y CARACTERIZACION DE LOS RECURSOS GENETICOS
DE Coffea arabica L. CONSERVADOS EN EL GERMOPLASMA DEL CATIE
F. Anthony, J. Morera, J. V. Escalant

EVALUATION AND CHARACTERIZATION
OF THE GENETIC RESOURCES OF Coffea
arabica CONSERVED IN THE CATIE FIELD
COLLECTION

CATIE manages the most important field collection
of Coffea arabica in the American continent. Until
now the conserved genetic resources have not been
much uvsed in breeding programs because of the lack
of available data.

A research program was initiated in 1993 with the
support of EEC. The objetives are the evaluation of
the genetic variability and the characterization of the
accessions. It is based on the revelation of
molecular markers (RAPD's) and the observation of
morpho-physiologiocal characteristics. The results
are used for increasing the genetic basis of cultivated
coffee in Central America.

Introduccién

Desde 10 afios, la caficultura latinoamericana estf
siendo afectada por nuevas plagas y enfermedades
muy agresivas que no existfan en la regién (roya,
broca) o que no tenfan tanta incidencia (nematodos,
Ojo de Gallo, cochinillas de las raices). Este cultivo
es también amenazado por una enfermedad detectada
en Africa que es sumamente grave (antracnosis de
los frutos). El material cultivado es uniformemente
susceptible debido a una base genética muy estrecha.
Para mantener ¢l rendimiento, los productores
tuvieron que aumentar el uso de plaguicidas.
Ademfis, las variedades actuales son adaptadas a un
alto nivel de intensificacién necesario para expresar
sus potencialidades. Se traduce con el cultivo en
pleno sol y la utilizacién de grandes cantidades de
fertilizantes.  Las consecuencias son graves a
mediano plazo: muchos productores podrian
desaparecer a causa del aumento en el costo de
produccién y el medio podria ser fragilizado y
contaminado.

Los recursos genéticos podrian resolver algunos de
estos problemas. Estudios realizados en Africa y
Europa demostraron que algunas procedencias

colectadas en Etiopfa por 1a FAO (FAO, 1968) y el
ORSTOM (Charrier, 1978) presentan un buen nivel
de resistencia a la roya, nematodos y antracnosis de
los frutos (Leguizamon, 1983; Anzueto, 1993).

En ¢l CATIE sc encuentra la coleccién de Coffea
arabica L. mis importantc en América, por el
nimero de introducciones y su diversidad. Son
conservados genotipos silvestres colectados en
Etiopfa, variedades y mutantes aislados en varios
centros de investigacién y fincas, individuos o
descendencias seleccionados especialmente por la
resistencia a la roya (Morera ef al., 1993). Hasta la
fecha, este material fue poco utilizado, debido a la
carencia de informacién sobre las caracteristicas en
las plantas conservadas.

Un programa de mejoramiento genético en café se
inici6 en 1993 en ¢l CATIE. Hibridos son creados
entre las variedades cultivadas (Catimores,
Sarchimores,...) y el material silvestre. El estudio
de los recursos genéticos tiene 2 objetivos: la
cvaluacibn de la variabilidad genética y la
caracterizacién del material conservado.

a variabili &ti

La evaluacién genotfpica s¢ estudia con marcadores
que no dependen del medio ambiente para revelar
diferencias genéticas  efectivas. Estudiamos
marcadores moleculares llamados RAPDs (Random
Amplified Polymorphic DNA) revelados por PCR
(Polymerase Chain Reaction). Estos marcadores son

. féciles de revelar, necesitan poco ADN y pueden ser

utilizados rutinariamente. Dichos marcadores se
presentan en forma de bandas sobre un gel de

agarosa, que corresponden a la copia de fragmentos
de ADN.

Este estudio se incluye en un proyecto de la
Comunidad Econémica Europea que asocia el SCRI
(Scottish Crop Resecarch Institute, Escocia), el
ORSTOM (Institute Francais de Recherche
Scientifique pour le Developpement en Cooporation,
Francia) y el CATIE. Los resultados esperados son:



1) la revelacién de la estructura de la variabilidad
genética dentro de la especie C. arabica,

2) una estimacién de la distancia genética que existe
entre ¢l material cultivado y el material silvestre,
y,

3)una estimacién de las relaciones filogenéticas
entre la especie alotetraploide C. arabica y las
especies diploides del género Coffea.

La revelacién de la estructura de la variabilidad
genética permitird seleccionar progenitores en varios
grupos genéticos para recombinar las caracterfsticas
interesantes. Los nuevos progenitores creados serén
utilizados para aumentar la base genética del
material cultivado y para introducir nuevas
potencialidades.

La evaluacién genotipica se completa por una
cvaluacién fenotfpica en el germoplasma. Las
caracterfsticas observadas se relacionan con los
criterios de seleccién. Son miltiples: 1la
arquitectura, la fertilidad, la resistencia a plagas y
enfermedades, las dimensiones de los granos, la
fenologia y la calidad del café. Este trabajo es
necesario para comocer las caracteristicas que
podamos recombinar.

I izacién de | "

La caracterizacién se fundamenta en los marcadores
especificos de las procedencias conservadas, de tipo
molecular o morfolégico. Permite la revelacién de
las plantas fuera de tipo y de los duplicados en el
caso de las introducciones miltiples. Los resultados
esperados son una racionalizacién del germoplasma
y una diminucién del costo de mantenimiento.
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CRIOCONSERVACION DE EMBRIONES SOMATICOS ENCAPSULADOS DE CAFE
Coffea canephora var. Robusta
L. Tortés, M. Dufour, A. Abdelnour-Esquivel

CRYOPRESERVATION OF ENCAPSULATED
SOMATIC EMBRYOS OF COFFEE Coffea
canephora var. Robusta.

Encapsulated somatic embryos of Coffea were
frozen in liquid nitrogen after pretreatments with 0.5
M sucrose during 24 hours and desiccation with
sterile air under the laminar flow cabinet. Results
showed the highest survival after 2 hours
dehydration and rapid freezing (60 %).

Introduccién

En los dltimos ailos la conservacién de células y
6rganos de las plantas se ha convertido en una
herramienta importante para ¢l almacenamiento de
germoplasma y material experimental sin alteracién
genética alguna; como una alternativa a la acelerada
pérdida de material genético de especies tropicales
tanto domésticas como silvestres, la conservacién
cumple un papel de vital importancia (1).

La semilla se consider6 por muchos aiios el érgano
general para la preservacién de germoplasma. Sin
embargo, las semillas, por su comportamiento
fisiolégico durante el almacenamiento se¢ pueden
clasificar en dos categorfas ortodoxas y
recalcitrantes (2). La semilla de café presenta una
capacidad germinativa de corta duracién bajo
.condiciones naturales, lo cual dificulta su uso para el
intercambio de germoplasma. Su capacidad de
germinacién, en condiciones de hbumedad y
temperatura ambiental, disminuye répidamente (3).

Un método de conservacién a largo plazo es la
crioconservacién (Nitr6geno liquido -196 °C) de
embriones de semillas recalcitrantes 6 el
almacenamiento en forma de semillas sintéticas,
encapsuladas en hidrogel como alginato, en donde el
embrién es protegido disminuyendo el peligro del
eterioro celular y de las mutaciones (4).

Los estudios realizados en el Laboratorio de Cultivo
de Tejidos de Ja Unidad de Biotecnologfa del
C.A.T.1E.; empleando embriones somfticos de
Robusta encapsulados, deshidratados y

crioconservados en NL (-196 °C) permiten
desarrollar un método alternativo para la
conservacién de germoplasma.

Materiales y Métodos

Se utilizaron embriones sométicos en estado globular
producidas a partir de hojas de Coffea canephora
var. Robusta. Los embriones se aislaron y se realizd
un precultivo hasta 0.5 M de sacarosa por 24 horas.
Luego se encapsularon con alginato al 3 %
permaneciendo una hora en el medio fortificado con
calcio, seguidamente se¢ colocaron en un medio
l{quido 0.5 M de sacarosa en constante agitacién
durante cinco dfas. La deshidratacién se realizé en
el flujo del aire estéril de una cémara de
transferencia y el congelamiento se realiz
lentamente hasta -40 °C y luego fueron congelados
en nitr6geno liquido y en forma répida por
inmersién directa.

El descongelamiento en ambos casos, se llevé a cabo
en un baio de agua a 40 °C y los embriones
encapsulados se cultivaron en el medio de
recuperacién fortificado con 3 mg L1 de BAP para
su posterior recuperacion.

Resultados

Sobrevivencia de embriones som4ticos de Coffea
(Robusta) encapsulados después del congelamiento

répido en nitrégeno liquido.
Sobrevivencia
Desecacién después de 12 semanas
@) (%)
0.5 7
1.0 13.8
1.5 11.2
2.0 60




Sobrevivencia de embriones somiéticos de Coffea
(Robusta) encapsulados después del congelamiento

répido en nitrégeno liquido.
Sobrevivencia®**
Desecacién después de 12 semanas

@) (%)

0.5 11.25°*°

1.0 13.85°°

1.5 12.15°°

2.0 35.20°

Variando desde 69 a 10 % en diferentes tests.
Variando desde 0 a 20 % en diferentes tests.
Promedio de 5 experimentos.
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CRIOCONSERVACION DE EMBRIONES SOMATICOS DE Musa AAA GRAN ENANO
A. Abdelnour-Esquivel, W. Araya, J.V. Escalant

CRYOPRESERVATION OF SOMATIC
EMBRYOS OF Musa (AAA) GRAND NAINE.

Somatic embryos derived from male flowers of Musa
(AAA) Grand Naine were frozen in liquid nitrogen
after  pretreatments  with  various  sucrose
concentration. Embryos frozen to -40 °C showed 75
% survival and 50 % direct germination and embryos
frozen in liquid nitrogen showed 40 % direct
germination. Embryos which survived as callus
developed embryos rapidly in the recovery medium.

La coleccién mundial de Musa se conserva in vitro
bajo la modalidad de crecimiento reducido y a pesar
de que se utiliza de manera rutinaria, la investigacién
cn csta drea ha sido enfocada a buscar una técnica que
asegure la estabilidad genética del material conservado
y disminuya los riesgos de pérdida por manipuleo.

La crioconservacién o almacenamiento en nitrégeno (-
196 °C) es la técnica que cumple con los requisitos
antes mencionados y ya ha sido probada con éxito en
un gran ndmero de especies tanto subtropicales como
tropicales. Algunas de las mayores ventajas de la
crioconservacién es que permite ¢l almacenamiento de
materiales generados en ¢l laboratorio como
suspensiones celulares, callos, embriones somfticos,
etc, lo cual serfa dificil o imposible con otros métodos—}
de conservacién.

La presente investigacion tuvo como objetivo
experimentar en la crioconservacién de embriones
sométicos de Musa.

El material experimental consisti6 de embriones
sométicos y pequeiios agregados de 3 6 4 embriones
inducidos a partir de flores masculinas del triploide
Gran Enano utilizando el método desarrollado por
Escalant y colaboradores (1994).

Los ecmbriones se cultivaron en un medio de
pretratamiento con concentraciones crecientes de
sacarosa (0.3 M a 1 M) por 1 a 3 dfas. Una hora
antes de congelamiento se incubaron a 5 °C en el
medio liquido con 5 % DMSO. El congelamiento fue
lento (utilizando un congelador programable Cryo-
Med) a 1 °C/min. hasta -40 °C y luego las muestras
se introdujeron al nitrégeno liquido.

P

El descongelamiento fue répido en un baiio de agua a
40 °C. Luego, los embriones fueron plantados en el
medio de recuperacién (MS + 0.1 M sacarosa, 0.5 g/1
BAP y 2 mg/l IAA).

Después de S semanas se evalué la sobrevivencia.
Los embriones que recibieron el pretratamiento y la
crioproteccién (controles) sobrevivieron en un 100 %.
Un porcentaje de éstos formé inicialmente callo pero
un 60 % germiné directamente. Los que fueron
congelados hasta -40 °C mostraron 75 % de
sobrevivencia y 50 % de germinacién directa.
Aquellos embriones congelados en nitrégeno liquido
mostraron un 40 % de germinacién directa. Cabe
mencionar que ¢l material que sobrevivié produciendo
callo, ripidamente produjo embriones y éstos también
se desarrollaron en pléntulas.

Estos resultados, al igual que los obtenidos con
embriones cigéticos (1) y suspensiones celulares de
Musa (2) demuestran claramente que la
crioconservacién es una técmica viable para la
conservacién de Musa a largo plazo, més aiin, para el
almacenamiento de materiales generados en el
laboratorio de los cuales bajo condiciones normales de
cultivo son especialmente susceptibles a variacién
genética y a perder ripidamente su potencial de
regeneracién.
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METODOLOGIA PARA EL AISLAMIENTO DE ADN EN CAFE
R. Niiiez, M. Dufour, F. Anthony

METHOD OF COFFEE DNA ISOLATION

A method of coffee DNA isolation was developed in
the laboratory. It requires fresh young leaves
(flushes) or freeze-dried samples. The advantages
are the low cost, the absence of risks of
contamination for the staff (because it does not use
cthidium bromide) and the short periods of
centrifugation.

The method was used for studying the genetic
variability in Coffea arabica accessions conserved in
the field collection of CATIE. It also permits the
DNA isolation of C. canephora and C. liberica
samples.

El aislamiento del ADN celular representa una etapa
preliminar, muy importante, para todos los estudios
en Biologia Molecular. Las técnicas de extraccién
del ADN se diferencian por el tipo de material
utilizado, el grado de pureza y el rendimiento. Se
fundamentan en la susceptibilidad diferencial de los
dcidos nucleicos a los efectos desnaturalizadores de
los disolventes orgénicos, como el femol y el
cloroformo.

La metodologfa utilizada en 1a Unidad de
Biotecnologfa del CATIE se inici6 con el apoyo
financiero de la Comunidad Econémica Europea. El
proyecto CEE tiene como objetivo el desarrollo de
los marcadores moleculares para los recursos
genéticos de café en América Central.

Materiales y métodos

Se utilizan S g de hojas jévenes ticrnas del primer
par (estadio "fluch"). El material fresco o
liofilizado se tritura con nitrégeno liquido en un
mortero hasta pulverizarlo.

La muestra se transfiere a un tubo para centrifugar,
en el cual se han agregado 12,5 ml de la solucién
extractora (100 mM Tris HCl pH 6, 50 mM EDTA,
500 mM NaQl, 0,07 % 8 mercapto-ctanol, 100 mM
DDTC, 100 mM 4cido citrico sal trisédica, 1,4 %
PVP 10000) y 1 ml de una solucién CTAB al 20 %.
La muestra se mezcla bien y se incuba por 10 mn a

65 °C. Se agregan 25 ml de cloroformo isoamilico
al 24:1 y se centrifuga a 2500 rpm por 304mn.

- El sobrenadante se traspasa cuidadosamente a un

nuevo tubo para centrifugar al cual se agregan
2,5 ml de acetato de potasio S M. El extracto se
mezcla suavemeante y se incuba 30 mn en hielo. Se
centrifuga a 2500 rpm por 30 mn. El extracto se
separa sobre un filtro de Miracloth. En el tubo de
filtracién se agregan 2 volimenes de etanol absoluto
previamente enfriado a -20 °C. Se mexzda
cuidadosamente y se precipita por al menos 30 mn a
-20 °C.

Con la punta doblada en forma de anznelo de una
pipeta Pasteur, se toman los precipitados de ADN y
se transfieren a un nuevo tubo para centrifugar al
cual sc agregan S ml de la solucién T.E. (10 mM
Tris HCl pH 7.5, 1 mM EDTA). Se disuelve sin
agitar. Se centrifuga a 2500 rpm por 15 mn. La
parte disuelta se verte en un tubo al cual se agregan
540 4l de acetato de sodio 3 M. Se precipita con 2
voliimenes de etanol absoluto o isopropanol
previamente enfriado a -20 °C durante la noche.

El precipitado sc¢ transfiere en un tubo de
microcentrifugadora y se disuelve nuevamente en
T.E.. Se agregan 54 ul de acetato de sodio 3 M, se
precipita en etanol absoluto previamente enfriado a
-20 °C y se centrifuga a 15000 rpm. El precipitado
se lava en etanol al 70 % por 20 mn. Se coloca
Juego en nuevo tubo de microcentrifuga y se
centrifuga por 5 segundos. El tubo se coloca en
posicién invertida sobre un papel toalla hasta secar
¢l precipitado pero no totalmente.

El precipitado se disuelve en T.E.. Se agregan 1 ul
de RNAsa, proteinasa K (50 ul/ml) y se incuba a
37 °C por 15 mn. Se agregan 2 volémenes de fenol
cloroformo, se agita en vortex y se¢ centrifuga por
Smn en la microcentrifuga. El sobrenadante se
traspasa cuidadosamente a un nuevo tubo. Se
agregan 2 voliimenes de etanol absoluto previamente
enfriado a -20 °C y se redisuelve en T.E..

El ADN extrafdo se conserva a -20 °C.



Resuitados

Las hojas de café tienen gran concentracién de
polifenoles.  Este tipo de sustancias ocasionan
dificultades para aislar el ADN, y requieren el
desarrollo de metodologfas  especificas  para
minimizar este problema (Couch y Fritz, 1990). Sin
embargo, presentan procesos poco econémicos y
riesgosos debido a la utilizacién de gradientes de
cloruro de cesio, con concentraciones altas de
bromuro de etidio. Este 6ltimo reactivo es bien
conocido por su alto poder mutagénico. En este
contexto, la metodologfa desarroliada en la Unidad
de Biotecnologfa del CATIE presenta varias
ventajas:

1) reduce el costo econémico, pues no utiliza el
gradicate de cloruro de cesio,

2) reduce el riesgo de contaminacién del personal y
del medio, pues no utiliza el bromuro de etidio,
y,

3) se agiliza la extraccién, pues no necesita largos
periodos de centrifugacién.

Esta metodologia se utiliza para el estudio de los
recursos genéticos de Coffea arabica conservados en
el germoplasma del CATIE. Con una buena
organizacién, 6 genotipos se tratan al mismo
tiempo. Asf, 24 muestras de ADN pueden ser
obtenidas por semana. El ADN extraido tiene una
buena calidad. Algunas muestras son conscrvadas
desde un aiio sin presentar signos de degradacién.

Puede utilizarse para extracr el ADN de otras
especies de café, como C. canephora y C. liberica.
Funciona también con material liofilizado lo que
permite estudiar procedencias conservadas en otras
colecciones vivas. Una limitante es la edad de las
hojas: solamente hojas jévenes pueden ser utilizadas.
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ANALISIS GENETICO DEL RETROCRUCE CATONGO x ARBOL 33
(CATONGO x POUND 12)
P. Fritz, J. Osei, J. Morera, H. Rodriguez, D. Walker, J. Lainez, A. Alfaro, R. Lastra

GENETIC ANALYSIS OF THE CATONGO x
(CATONGO x POUND 12) BACKCROSS.

A linkage map of the Theobroma cacao genome is
being constructed using RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) markers to study chormosome
segregation in a Catongo x (Catongo x Pound 12)
backcross population. Markers which cosegregate
with genes involved in traits of interest can be used
to expedite the development of superior genotypes.
Morphological characteristics of individual trees,
levels of discase resistance, and seed quality are
being monitored in order to identify markers linked
to desirable genes. Molecular markers permit the
investigation of QTL (Quantitative Traits Loci),
such as those responsible for flavor, in a
straightforward manner, and are especially usuful in
the improvement of tree crops because they allow
selection at the seedling stage.

Para construir un mapa de ligamiento genético es
necesario contar con una poblacién definida de
cacaos. Esta poblacién fue iniciada en CATIE en
1978 al cruzar ¢l clon Pound 12 con el clon
Catongo. De este cruce 120 frboles hibridos fueron
plantados bajo diferentes tipos de sombras y han
sido 1a fuente de extensos trabajos de agroforesteria
cn CATIE.

En 1990 el polea de uno de estos frboles se us6 para
polinizar el Catongo realizando asf un retrocruce y
producir una poblacién segregante que estd siendo
usada para la construccién de un mapa de
ligamiento.  Actualmente 168 4frboles de esta
poblacién crecen en el campo en la finca
experimental Cabiria en CATIE.

El mapa que se obtenga tiene valor principalmeate
como estructura en la seleccién de caracteristicas
importantes para ¢l mejoramiento genético. Cuando
el mapa esté saturado de marcadores, serd posible
relacionar estos marcadores moleculares con
caracteristicas agronémicas deseables en el estado
pléntula, sin necesidad de esperar a que las plantas
lleguen al estado adulto, ya que sc examinard
directamente el ADN que es el material genético de

todos los seres vivos. Caracterfsticas tales como
resistencia a insectos y enfermedades, calidad de las
semillas (aroma y sabor a chocolate) también se
estin evaluando como descriptores en esta
poblacién.

El presente trabajo pretende informar y documeatar
sobre algunos datos obtenidos de las evaluaciones
agronémicas desde mayo de 1991 fecha en que se
plantaron los #rboles en el campo hasta agosto de
1993. Es importante anotar que se tienen otras 4
poblaciones bajo el sistema de retrocruce
desarrolladas en CATIE usando algunos de los
irboles hfbridos del experimento central de la
Montafia y se espera recolectar de ellos el mismo
tipo de datos.

Dentro de las caracteristicas agronémicas mis
importanie se tieme: tiempo inicial de floracién,
color de las flores, semillas y hojas nuevas,
autocompatibilidad, tasa de crecimiento,
rendimientos, fndice de semilla, fndice de mazorca,
ndmero de 6vulos por flor, etc. También se espera
medir varias caracterfsticas.

Muchas de estas caracteristicas son cuantitativas
determinadas por méis de un gen, pero que puede ser
posible determinar su posicién en el mapa usando
estas nuevas tecnologias de los marcadores
moleculares. Otros descriptores que estén siendo
medidos en el mapa incluyen: cantidad de manteca
de cacao por semilla, composicién de los
trigliceraldehidos en las semillas, sabor de chocolate
en las semillas, resistencia a varios hongos y
resistencia de algunos insectos.

1. Precocidad:

Varios de los drboles de la poblacién parecen ser
excepcionalmente fértiles por su habilidad para
florecer y producir mazorcas maduras.



2. Tasa de crecimiento:

Tal como se¢ esperaba la variacién en esta
caracteristica fue notable. Se encuentran érboles con
alturas promedios de 2 m y otras con alturas de 50
cn. Sin embargo, se ha tratado esta caracteristica
con precaucién debido a diferencias en la
composicién de nutrientes en el suelo, sombra y
otros factores ambientales que estdn interactuando

con el genotipo.
atibjlidad:
Se estin haciendo los estudios de compatibilidad

pero no sc tienen los datos de toda la poblacién ya
que no todos los drboles han florecido.

4. Color de las hojas, semillas vy flores:

Se encontr6 una segregacién de 1:1 en esta
caracteristica para el color de las flores, hojas y
semillas. Por lo tamto, se¢ concluy6 que esta
caracterfstica s¢ comportaba como un gen de
herencia mendeliana. Posiblemente un gen que
codifica para una enzima en la via biosintética de las
antocianinas es el gen responsable de la presencia de
color en los drboles con coloracién pidrpura.

(Fig. 1)

En la actualidad se estin realizando otros estudios
para anélisis de sabor y aroma de chocolate pero atn
no se tienen resultados.



Figura 1. Segregacién en el color de las hojas.
Se observan 2 plantas de la poblacién segregante del retrocruce contra Catongo. La segregacidn
en el color de las hojas jévenes es también un marcador morfolégico itil para la construccién del
mapa de ligamiento en Theobroma cacao. A, Planta segregante hacia Catongo para el color de las
hojas jévenes. B, Planta segregante hacia Pound 12 para el color de las hojas jévenes.
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USO DE MARCADORES MOLECULARES PARA LA CONSTRUCCION DE UN MAPA DE
LIGAMIENTO GENETICO EN CACAO, Theobroma cacao L.
H. Rodriguez; D. Walker; R. Lastra; P. Fritz

USE OF MOLECULAR MARKERS FOR THE
CONSTRUCTION OF A GENETIC LINKAGE
MAP IN CACAO, Theobroma cacao L.

A Catongo x (Catongo x Pound 12) backcross
population established at CATIE is being used to
construct a genetic linkage map of cacao. RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) markers
found to be segregating in the population are
identified and their pattern of segregation is then
compared with that of other markers and a variety of
phenotypic  characteristics which are being
monitored. Cosegregation indicates linkage, and the
identification of linkage groups will make it possible
to evaluate trees for the presence or absence of
certain desirable genes. Since this permits screening
at the DNA level, it is independent of tree maturity
and environmental effects, and would thus be very
useful in expediting the development of superior
genotypes of cacao, an effort which has thus far
been limited by long generation times and the
expense of phenotypic evaluation.

En el Centro Agronémico Tropical de Investigacién
y Enseiianza CATIE se encuentra una coleccién de
cacao con 1148 cultivares de germoplasma y una
familia de cacaos compuesta por los padres Catongo
y Pound 12, una poblacién hibrida F1 de 15 aiios y
una poblacién segregante de 2 afios obtenida por el
retrocruce del drbol hibrido # 33 contra el Catongo.

En especies perennes como el cacao, es bien
conocido el hecho de los lentos progresos en el
mejoramiento, debido a los largos perfodos de
generacién (3-5 afos en cacao); pero mis
importante, es la falta de un mapa de ligamiento
genético que permita a los mejoradores la toma de
decisiones dirigida que permita un avance répido.

El CATIE tiene gran tradicién en el mejoramiento
genético del cacao en la forma tradicional. La
creacién del laboratorio de Biologia Molecular y la
presencia del material genético permitieron que se
este desarrollando un mapa de ligamiento genético,
baséindose en la técnica de 1a reaccién en cadena de
la polimerasa PCR (1), con la cual es posible

amiplificar fragmentos especificos de dcido
desoxirribonucleico (ADN).

El ADN es el material genético de todos los
organismos vivos y de muchos virus. La técnica
mencionada, permite estudiar directamente el ADN
apoyéndose en el concepto teérico de los marcadores
moleculares. Un marcador molecular o genético es
una caracterfstica presente en un individuo que
indica la constitucién de un gen en particular (3).
Cuando se tiene un gran nimero de marcadores a
intervalos relativamente cortos en ¢l genoma de una
familia, es posible construir un mapa de ligamiento
genético.

Los mapas de ligamiento estdn siendo usados por los
mejoradores para la seleccién de plantas en etapas
tempranas de desarrollo, especificamente dirigida
hacia resistencia a enfermedades, rendimientos,
precocidad, calidad, etc. Ademés la existencia de
informacién disponible sobre 1la herencia de
caracterfsticas importantes, sobre su localizacién
precisa de los genes en los cromosomas y su
distribucién dentro de los bancos de germoplasma
contribuiri en el manejo de las colecciones
mundiales.

La técnica PCR, permite examinar los marcadores
moleculares llamados RAPD o ADN polimérfico
amplificado al azar (Random Amplified Polimorphic
DNA) por sus siglas en inglés, que facilitan el
estudio de la segregacién de regiones homélogas del
genoma, ea individuos de una poblacién segregante
como la F2 o un retrocruce. Estos marcadores
RAPD, estin siendo utilizados en CATIE para
estudiar 1a familia de cacaos y asi comprender los
procesos de la herencia de caracteristicas
agronémicas y aquellas relacionadas con la calidad
en la fabricacibn de chocolates. Los dnicos
requisitos para desarrollar mapas basados en este
tipo de marcador son (1) reproduccién sexual (2) un
conjunto de-"primers” polimérficos.

Brevemente, los pasos a seguir en la construccién de
un mapa son: (1) Identificacién de "primers” que
revelen presencia-ausencia de una banda polimérfica
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entre los padres seleccionados (Aa x aa) (2) Evaluar
los polimorfismos en un cruce de prueba, por
ejemplo en los heterocigotos Aa y (3) realizar un
anilisis de segregacién en la progenie F2 o
retrocruce. '

Junto con este andlisis del ADN se debe realizar un
estudio de las caracteristicas fenotipicas en el
campo, para poder correlacionar los marcadores
moleculares con las caracteristicas que se estdn
deseando mejorar (1). En la actualidad, se tiene un
registro de las 165 plantas que componen la familia
que sc¢ esta estudiando, con datos como altura,
didmetro del tallo, compatibilidad, color de los
rebrotes, floracién, etc, que permitirdn a lo largo de
su cicdo productivo, introducir nueva informacién
que podrd ser utilizada como herramienta en
mejoramieato.

Los resultados més relevantes muestran que
aproximadamente 40 de los 163 "primers” son
polimérficos. Al probarlos, en la poblacién
segregante, sc observaron bandas presentes y
ausentes indicando que este marcador se comporta
como un marcador dominante. Cuando los datos
fueron sometidos al anflisis estadfstico (algoritmo de
multipuntos para un andlisis de ligamiento de
grupos) con el programa MAPMAKER, se
encontraron 30 grupos de ligamiento. De los cuales
el grupo de ligamiento # 7 contiene marcadores
asociados con el color de las hojas. De esta manera,
se comprueba la utilidad del uso de los marcadores.
Por ejemplo, la presencia del marcador ligado al
color, permite inferir sobre la presencia del gen que
codifica para el color en este caso ¢l gen de la
antocianina.

Cuando se tengan suficientes marcadores y estos
puedan ser correlacionados con caracteristicas
morfolégicas, fisiolégicas, etc, los resultados podrin
ser utilizados inmediatamente en la seleccién de
plantas en ¢l campo. Caracterfsticas de caricter
cuantitativo tan importantes como las que
proporcionan ¢l sabor y el aroma al chocolate
podrin ser mapeadas, y se puede esperar que por
técnicas de ingenieria genética se puedan
transformar plantas con los genes que lleven estas
caracteristicas.

Hasta ¢] momento, se¢ han examinado 50 plantas con
123 "primers", la meta es analizar dicha poblacién
con unos 500 "primers”. La figura 1a. muestra un
mapa preliminar de baja densidad de dos
cromosomas, que ha sido obtenido con los datos que

se han desarrollado hasta la fecha. Como se puede
observar en la figura 1b., la segregacién de bandas
en la progenie permite basado en el némero de
recombinantes  establecer la  segregacién de
fragmentos de ADN. Una vez recolectados un
mayor némero de datos y junto a los mapas que
estén siendo desarrollados por otros laboratorios con
esta misma poblacién, se podrin alinear los mapas
obtenidos con los diferentes marcadores y de esta
manera se obtendrd al final un mapa de muy alta
densidad que estar§ a la disposicién de los
fitomejoradores.

El objetivo final serd brindar a los agricultores
materiales de altos rendimientos y tolerantes a las
principales enfermedades que atacan este cultivo,
pero ademéis se podri contar con descriptoras de
suma importancia como cantidad de manteca de
cacao por semilla, composicién de los
trigliceraldehidos en las semillas y sabor y aroma de
chocolate, que son de interés para la industria de
chocolates en el mundo (1).

En el futuro se piensa iniciar la evaluacién tanto
morfolégica como por medio de marcadores
moleculares de otras familias de las cuales ya se han
realizado los cruces correspondientes, con el fin de
poder identificar y cubrir la mayor parte del genoma
del cacao. También, con la experiencia adquirida en
CATIE, se podrin iniciar estudios similares en otras
especies de interés para la regién.
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Figura 1. Construccién de un mapa de baja densidad en Theobroma cacao basado en una poblacién
segregante en un sistema de retrocruce. Finca Experimental Cabiria CATIE - Turrialba, Costa
Rica. A, Seleccién de los primers polimdrficos en los padres (Juego OPERON). B. Segregacién
de marcadores en la poblacién segregante. En los extremos el marcador molecular escalera de 123
pares de bases. C, Mapa de ligamiento generado por el programa MAPMAKER.



ESTUDIO HISTOLOGICO DEL DESARROLLO DE LA ANTERA EN SEIS VARIEDADES
SILVESTRES DE CAFE ETIOPE
M. Jiménez, N. Visquez, M. Dufour

HISTOLOGICAL RESEARCH ON THE
ANTHER'S DEVELOPMENT OF SIX
ETHIOPIAN COFFEE VARIETIES

The parents selection studies and evaluation of
germplasm from the Ethiopian region , revealed
male infertility problems, under field conditions.
For that reason, histological studies were conducted
in six cultivars, in order to validate the field
information.

All cultivars studied, except the 4905, showed
normal appearance pollen grains mixed with some
non viable ones. The 4905 cultivar only showed
non viable pollen grains. The anther's development
occurred normally in all cultivars studied.

Introduccién

La especie de café més cultivada en el mundo es el
Coffea arabica L. ya que es la que produce mejor
calidad. Su cultivo ha estado asociado al mundo
drabe quizis por 700 afios.

En la actualidad 1a mayoria de los autores estin de
acuerdo en que Etiopfa es ¢l centro de origen de esa
especie, debido a que la variabilidad observada en
esta regién es mucho més grande que la que
presentan los millones de cafetos cultivados en el
trépico.

Muchos de estos cultivares de la regién Etiope estén
siendo estudiados ea el CATIE, con el fin de revelar
la variabilidad genética de la especie Coffea arabica
L., crear y seleccionar progenitores para el
programa de mejoramicato genético y caracterizar
las procedencias conservadas en el germoplasma del
CATIE (Anthony et al., 1993).

Dentro de las técnicas de mejoramiento aplicadas, la
polinizacién manual constituye una herramieata muy
valiosa. Sin embargo, se ha encontrado algunos
cultivares que en el campo han mostrado ausencia de
polen. Debido a que se desconocen las razones para
este comportamiento, s¢ realizé ¢l presente trabajo,

¢l cual pretende corroborar la informacién de campo
y darle una explicacién a dicho fenémeno.

Materiales y Métodos

Del banco de germoplasma de café ubicado en
Cabiria - CATIE, se colectaron botones florales en
diferentes ctapas de desarrollo, de seis cultivares que
prescutan problemas de infertilidad masculina en el
campo. El tamaiio de dichos botones varié de 0.2 a
1.5 cm, dependiendo de 1la especic y se
caracierizaron por una coloracién verde los més
pequeiios, y una amarillo blancuzco los mis
grandes.

Los cultivares seleccionados pertenecen al grupo de
cafés silvestres de Etiopfa y se identifican por los
ndmeros: 4520, 4662, 4624, 4621, 5759 y 4905.
Todas las muestras fueron colectadas luego de las
primeras lluvias, en las fechas correspondientes al
23 de mayo, 29 de mayo y 4 de junio de 1993,
fijadas en FAA durante 48 horas, deshidratadas en
una serie ascendente de alcohol y posteriormente
infiltradas en parafina (CIRAD, 1989).

Una vez infiltradas se seccionaron a 8 um de grosor
con un micrétomo de rotacién. Las secciones se
montaron en portaobjetos y se tifieron con la técnica
Safranina - Fast Green. Posteriormente fueron
revisadas y fotografiadas al microscopio de luz.

Resultados y Discusién

Las anteras de menor tamaio (0.2 - 0.5 cm) en los 6
cultivares muestreados, se caracterizaron por la
presencia de una masa de tejido fundamental,
rodeada por una protodermis. Ademis, en las
cuatro esquinas de la antera em desarrollo, se
formaron pequeiios grupos de cflulas que se dividen
periclinalmente y que constituyen las células
esporSgenas primarias (Flores, 1989 y Cronquist,
1984). Estas, se diferencian de las células vecinas,
por presentar un nécleo de mayor tamaiio y una
coloracién rojiza (Fig. 1). -



Las anteras més desarrolladas mostraron una
epidermis bien definida, asi como un endotecio, con
paredes muy gruesas. Estos engrosamientos que se
depositan  sobre
tangenciales, parecen estar muy relacionadas con el
mecanismo de dehiscencia de 1a antera (Weir et al,
1990).

Bajo el endotecio hay usualmente, una o varias capas
de células tubulares de paredes delgadas
denominadas capas medias, las cuales se comprimen
o destruyen durante la formacién de microsporas.
La capa interna de la pared del microsporangio,
denominada tapete, puede colaborar en la nutricién
de las microsporas, en la formacién de la exina, o en
la sfntesis de algunos otros materiales (pollen kit)
que confieren adhesividad a la pared del polen
(Flores, 1989).

El tapete de los cultivares en estudio, es de tipo
periplasmodial, ya que se observa ruptura de paredes
celulares y mezcla de esas cflulas con las células
madres del polen (Fig. 2). Los cortes histol6gicos,
permitieron apreciar también que los cultivares
4662, 4624, 4759, 4621 y 4520, presentan granos
de polen con apariencia normal. Estos granos se
caracterizan por un tamafio que sc¢ mantiene
uniforme eatre los cultivares, ademés de su forma
tricolpada y su tincién rojo intenso con safranina -
Fast Green en comparacién con los estériles, que
son de menor tamafio y tiien de color verde

(Fig. 3).

Es importante mencionar que la mayoria de los
cultivares  estudiados  presentaron  cantidades
apreciables de granos de polen aparentemente
estériles entremezclados con los viables. Aunque no
se hicieron estudios de germinacién, la tincién
aplicada brindé resultados confiables, ya que en
ocasiones previas en que se utilizd junto com
coloraciones para medir viabilidad, mostré
resultados similares en cuanto a coloracién de los

granos de polen.

Solamente el cultivar 4905, se caracterizé por
ansencia total de granos viables. Todos los estadios
de desarrollo de la antera, mostraron tGnicamente
granos pequeiios, de apariencia frégil y coloracién
verdusca; dando la impresién de que su desarrollo se
ve afectado durante las Gltimas etapas de maduracién
de la antera (Fig. 4). Sin embargo, cabe resaltar que
1a maduracién de los tejidos que conforman la antera
s¢ lleva a cabo en forma normal, ya que inclusive se
aprecia el tapete y el estémio.

las paredes anticlinales vy

No obstante, las causas de esterilidad de dichos
granos pueden ser varias. Se cita, que el tapete es el
que mantiene un balance delicado con la
diferenciacién del tejido esporégeno, y cualquier
alteracién en el produce la degeneracién del polen.
También mediante factores fisicos o fisiolégicos, el
tapete puede inducir el aborto del polen. En este
dltimo proceso, puede influir ademf4s, el endotecio y
el haz vascular del filamento (Flores, 1989).

Otros  cultivares que mostraron  alguna
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